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Resumo

Salmonella sp é considerado um dos patdégenos alimentares de maior
importancia quando doencas transmitidas por alimentos sdo estudadas.
Considerando que os produtos de origem avicola sdo os principais
reservatérios desse agente, é necessario que controles mais eficazes sejam
implantados para prevenir sua presenca em toda a cadeia produtiva, iniciando-
se nas matrizes. Porém, a introducdo de procedimentos de controle é
complexa, ja que normalmente trata-se de um microrganismo apatogénico
para os animais. Sem diagndsticos adequados e completo conhecimento da
epidemiologia da doencga, a infeccao dos lotes por Salmonella pode nao ser
percebida. A utilizacdo de técnicas moleculares como a ribotipagem permite a

rapida identificacdo do problema e sua gravidade na cadeia produtiva avicola.
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Ribotyping of Salmonella in poultry chain - Review

Abstract

Salmonella is one of the most important food pathogens when foodborne
diseases are studied. Whereas the products of poultry products are the main
reservoirs of this agent, it is necessary for more effective controls are in place
to prevent its presence throughout the production chain, starting at
headquarters. However, the introduction of control procedures is complex,
since normally it is a microorganism apathogenic for the animals. Without
appropriate diagnosis and complete understanding of the epidemiology of the
disease, infection with Salmonella of the lots may not be perceived. The use of
molecular techniques such as ribotyping allows rapid identification of the

problem and its seriousness in poultry production.

Introducao

O género Salmonella sp pertence a familia Enterobacteriaceae e é
dividido nas espécies enterica e bongori. A Salmonella enterica divide-se em
seis subespécies, sendo que os sorotipos mais isolados de aves e mamiferos
pertencem a este grupo. O género é bastante heterogéneo, possuindo mais de
2.400 sorotipos (POPOFF; BOCKEMUHL; GHEESLING, 2004).

Bactérias do género Salmonella sao patégenos facultativos,
intracelulares, capazes de infectar uma grande variedade de animais, sendo a
ave um dos mais importantes reservatérios capaz de introduzir a salmonela na
cadeia alimentar do homem (CARDOSO; TESSARI, 2008).

Acredita-se que a Salmonella Enteritidis é transmitida verticalmente de
ovarios e ovidutos infectados para os ovos de frangos de postura. Outra rota
proposta é de que penetre na casca do ovo através das fezes do frango
depositadas fora do ovo quando passa pela cloaca (MINE, 2005). Como no ovo
contaminado ndo ocorre morte embrionaria, existe eclosdao do pintinho, que se

constitui em uma importante fonte de infecgdo (EXCLUSAO, 2005). Segundo
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Kottwitz e colaboradores (2008), a capacidade de transmissdo transovariana e
horizontal de S. Enteritidis para ovos resultou em ampla disseminagao e
persisténcia desse sorovar na industria avicola.

A transmissao horizontal ocorre geralmente por via fecal-oral, sendo a
agua e racao contaminadas os principais veiculos da contaminacao
(EXCLUSAO, 2005). As racdes e suas matérias primas, principalmente as de
origem animal, apresentam quase sempre, altas taxas de contaminagao por
Salmonella sp. Gama, Berchieri e Fernandes (2003) ao isolar em fezes de
poedeiras Salmonella enterica cepa rugosa, atribuiram essa infeccdo ao
consumo de ragao contaminada.

Outras fontes de transmissdao no sistema atual de integracdao incluem:
aves de reposicao, ambiente de criacdo, roedores, pessoas, passaros, falhas na
biosseguridade, manejo, instalacdes, entre outros (CARDOSO; TESSARI,
2008).

As salmonelas paratificas, Salmonella Typhimurium e Salmonella
Enteritidis, sdo as de maior interesse em saude animal e salde publica. Seu
isolamento é freqiente nos produtos de origem aviaria, como ovos, carne de
aves e seus derivados, causando doencgas e intoxicagbes alimentares em
humanos (CARDOSO; TESSARI, 2008).

No homem, os principais sintomas causados pela Salmonella sao:
diarréica, febre, cefaléia e célica abdominal, que costumam durar de quatro a
sete dias. O periodo de incubacdo varia, em geral, de 12 até 72 horas apés
consumo de alimentos contaminados. A Salmonella Typhimurium estd
associada a meningites, especialmente em criangas. Representa um risco para
a populacao que consome alimentos contaminados, devido ao seu potencial
invasivo e, portanto, eminentemente patogénico (DIVISAO DE DOENCAS DE
TRANSMISSAO HIDRICA E ALIMENTAR DO CENTRO DE VIGILANCIA
EPIDEMIOLOGICA, 2005).
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Panorama da comercializacao da carne de frango

A avicultura brasileira e mundial se desenvolveu e modernizou
rapidamente, alcancando indices elevados de produtividade nos ultimos 30
anos. Em 1970, eram necessarios 70 dias para o crescimento e engorda de um
frango de corte que consumia cerca de 2,0 kg de ragao para 1,0 kg de ganho
de peso. Em 2004, o frango de corte encontrava-se pronto para o abate com
2,4 kg de peso vivo, aos 42 dias, com conversao alimentar de 1,8 kg de
racao/kg de ganho de peso (GIROTTO; MIELE, 2004). Conseqlientemente,
houve um aumento significativo na producao mundial de carne de frango,
podendo destacar como o0s maiores paises produtores e as respectivas
producoes em 2005, os Estados Unidos com 15,8 milhdes de toneladas, a
China com 10,2 milhdes de toneladas, o Brasil com 9,1 milhdes de toneladas e
a Unidao Européia com 7,7 milhdes de toneladas (MARTINS; TALAMINI;
NOVAES, 2006).

Segundo Boldrin e Silveira (2007), em 2005 foram registrados avancos
importantes do setor avicola brasileiro, pelo desenvolvimento de programas
sanitarios e de monitoria para a garantia da qualidade e sanidade de seu
produto. Nesse periodo, a avicultura brasileira teve um grande impulso nas
exportacdes para 142 paises, com receita cambial correspondente a US$ 3,5
bilhdes, 35% maior que no ano anterior.

Em 2006, o Brasil passou a ser lider mundial na exportacdo de carne de
frango, ocupando o lugar de terceiro maior produtor do planeta, e a producao
avicola ocupou a vice-lideranca no ranking de exportacoes do pais. Este espaco
no cenario mundial foi conquistado por meio de uma série de esforcos de todo
o setor, como o aumento da qualidade, melhora no nivel sanitario e
automacgdes na producdo (IBANEZ, 2007). Além disto, alguns fatores naturais
contribuiram para o desenvolvimento da producdao de frango no Brasil, tais
como o clima quente que diminuiu a necessidade do uso de aquecedores, e a
grande disponibilidade de &gua, milho e soja, (ASSOCIACAO BRASILEIRA DOS
PRODUTORES E EXPORTADORES DE FRANGOS, 2007), aliado a mao de obra
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barata e eficiente, e a disponibilidade de um parque industrial estruturado e
tecnologicamente avangado.

Segundo Martins, Talamini e Novaes (2006), o consumo mundial da
carne de frango evoluiu de 39,6 para 55,9 milhdes de toneladas entre 1998 e
2005, sendo a segunda carne mais consumida, perdendo apenas para a carne
suina. O preco, junto com a qualidade do produto ofertado no mercado e a
facilidade no seu preparo contribuiu para o excepcional crescimento do
consumo da carne de frango (GIROTTO; MIELE, 2004).

O consumidor de hoje possui um perfil bem mais definido do que ha
algumas décadas. E mais informado, exigente e atento as questdes de
segurancga e de qualidade dos produtos que adquire (QUEVEDO, 2006). Assim,
a seguranca alimentar dos produtos é um topico de grande importancia no
contexto de um sistema com consumidores cada vez mais esclarecidos
(SONCINI, 2008).

O processo de seguranca alimentar em avicultura inclui desde os
cuidados com a matéria-prima até os controles sanitarios no frigorifico
objetivando oferecer ao consumidor um alimento seguro em todos os aspectos
(QUEVEDO, 2006). A capacidade brasileira de exportar competitivamente esta
intrinsecamente ligada a um bom programa de biosseguridade de seus plantéis
(BACK, 2006).

Talamini, Martins e Novaes (2007) afirmam que apesar das condigcOes
favoraveis ao desenvolvimento da avicultura brasileira, o futuro pode ser
comprometido caso ocorram problemas de sanidade animal, que originem
perdas econ6émicas na producdo e barreiras ao comércio internacional. Desta
forma, a medida que o Brasil desempenha um papel de maior importancia e
lideranca na avicultura mundial, deve ter consciéncia também de que sua
visibilidade e responsabilidades aumentam. O padrao tecnoldgico das criagoes,
especialmente o nivel de controle sanitario dos rebanhos, os insumos usados
na criagao e mais recentemente a preocupagcao com o bem-estar dos animais

cada vez mais influem no acesso e manutencao dos mercados.
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Salmonella sp na cadeia produtiva do frango

Os animais destinados a producao de carnes para consumo humano
podem atuar como hospedeiros assintomaticos de patdégenos entéricos
importantes, que podem representar risco para os seres humanos, tornando
um desafio para a industria, o seu controle, reducdo ou eliminacdo completa
(DORMEDY et al., 2000).

Reiter e colaboradores (2007) observaram que os frangos sao
colonizados por bactérias presentes na agua de bebida, racao ou pelo contato
com o solo contaminado. Frangos colonizados por Salmonella espalham
rapidamente a contaminacdo para outras aves da granja ou do lote. Aves
contaminadas podem excretar 108 células de Salmonella por grama de fezes
(BRYAN; DOYLE, 1995), podendo infectar um lote de aves e invadir lotes
vizinhos sem que o0s animais apresentem nenhum sintoma da doenca
(PEREIRA; SILVA; LEMOS, 1999).

Na produgdo de frango em sistema de confinamento existem inimeros
fatores que podem contribuir para uma maior prevaléncia de Salmonella. Entre
eles, a falta de higiene na granja, a presenca de pragas nos locais de criagao, a
contaminagao de ragdes e da agua. Portanto, a etapa de criacdo é considerada
epidemiologicamente muito importante na disseminacdo de bactérias,
consequentemente, dando origem a um produto contaminado (BERSOT,
2006).

Segundo Cox, Berrang e Cason (2000), os ovos incubaveis podem se
tornar contaminados por Salmonella apds a postura, ainda nos ninhos, nos
galpdes de matrizes, nos caminhdes e no proprio incubatério, caracterizando a
transmissao horizontal do microrganismo. Nas incubadoras e nascedouros, as
condicOes de temperatura e umidade promovem a proliferagdao de Salmonella.

Arsenault e colaboradores (2007) estudaram a incidéncia e os fatores de
risco associados a Salmonella em 82 lotes de frangos de quatro abatedouros

do Canad3a, onde foram analisadas 30 aves por lote. Os autores verificaram
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que a Salmonella estava presente em 21,2% das carcacas analisadas, e que o
principal fator de risco foi a presencga da bactéria no intestino dos animais.

Estudo realizado na Espanha por Dominguez, Gémes e Zumalacarregui
(2002) demonstrou que de 198 carcacas de frango analisadas, 71 (35,8%)
foram positivas para Salmonella sendo que os dois sorotipos mais isolados
foram S. Enteritidis (47,8%) e S. Hadar (25,3%).

Entre 1998 e 2003, White e colaboradores (2007) analisaram 47.090
amostras de carcacgas de frango relacionadas com o programa americano de
reducdo de patdgenos, e destas, 5.251 (11,2%) estavam positivas para
Salmonella. Das amostras positivas, 124 (2,36%) eram Salmonella Enteritidis.

Em 2005 foram analisadas no Reino Unido 877 amostras de carcacas de
frango quanto a presenca de Salmonella, com obtencdo de uma média de
positividade de 4%. Em 2004, a média de positividade para Salmonella foi de
4,9% (MELDRUM; WILSON, 2007). Neste mesmo pais, entre 1995 e 2000, a
Salmonella foi investigada em 1127 amostras de cortes de frango. Durante
estes seis anos, o nivel de contaminacdo por Salmonella nos cortes de frango
foi de 11%, e os sorotipos predominantes foram S. Bredeney (20%), e S.
Enteritidis (18%) (WILSON, 2002).

Boscan-Duque e colaboradores (2007) isolaram Salmonella em 23% das
amostras de figado e ceco obtidas em dois abatedouros de frango da
Venezuela. Cinco sorotipos diferentes foram isolados das amostras positivas
sendo eles: S. Parathyphi B (62%), S. Heidelberg (31%), S. Amager (3%), S.
Javiana (3%) e S. Idikan (1%).

No Brasil, a Salmonella também tem sido isolada em percentuais variados
em produtos avicolas. Santos e colaboradores (2000) analisaram 150
amostras de carcacas de frango de quatro diferentes marcas comerciais, e
constataram que a bactéria estava presente em 32,0% das amostras. Tirolli e
Costa (2006) isolaram Salmonella em 50% das 60 amostras de carcagas de
frango analisadas, e Carvalho e Cortez (2005) detectaram Salmonella em 20%

de 165 amostras analisadas.
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Em estudo sobre a incidéncia de Salmonella em diferentes etapas do
processamento de frangos em um abatedouro no Brasil, a bactéria foi
detectada em 5,4% de 615 amostras analisadas. As maiores contaminacoes
foram observadas nas gaiolas de transporte dos animais e na agua de
escaldagem com indice de 16,7% em cada caso; seguido de contaminacdes na
asa congelada e na coxa congelada (13,3%), e na pele de peito e de coxa
(10%). Em amostras de intestino, a porcentagem de positividade por
Salmonella foi de 6,7%, demonstrando que a contaminacao cruzada dentro do
abatedouro pode ocorrer (REITER et al., 2007).

De acordo com Billy (2002), o Departamento de Inspegao e Seguranca
Alimentar (FSIS) dos EUA publicou em 1996 os Planos de Redugao de
Patdgenos e de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (HACCP) para
a industria avicola, estabelecendo quatro requisitos: 1. desenvolvimento,
descricao e implementacdao de procedimentos de operacdao, e padrbes de
sanitizagao; 2. testes regulares de amostras para verificar a adequacao dos
processos de controle, prevencao e remocao de contaminacao fecal; 3.
estabelecimento de padrdes de reducao de Salmonella; e 4. desenvolvimento e
implantacdo de um sistema de HACCP. Este Programa estabeleceu, entre
outros, critérios a tolerancia para Salmonella em carcacas de frango no pais,
com aceite de 12 positivas (20%) para 51 carcacgas analisadas (Tabela 1).

A partir de 2003, o Brasil iniciou um programa semelhante ao programa
americano denominado de Plano Nacional de Reducdo de Patégenos, para
avaliar a eficiéncia do processo de abate de aves e perus. Neste plano,
igualmente ao aplicado nos EUA, a cada 51 carcacas analisadas quanto a
presenca de Salmonella, se aceita 12 carcacas positivas ou 20,0% de
positividade (Tabela 1). No Brasil, este programa visa estabelecer um sistema
de informacdo para avaliar a contaminacao dos produtos, viabilizando a
determinagao do nivel adequado de protecao aos consumidores para melhorar
as medidas de controle (BRASIL, 2003).

Na Unido Européia também foi desenvolvido um programa de avaliacao

de Salmonella em carcacas de frango, porém, de 50 carcagas analisadas, a
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toleréncia é de sete amostras positivas, ou 14% de positividade (COMUNIDADE
ECONOMICA EUROPEIA, 2007), indice menor aos praticados pelos EUA e Brasil
(Tabela 1).

Tabela 1. Padrdes e ciclos de amostragem para Salmonella em carcacas de frango nos EUA,
Unido Européia e Brasil.

Pais Padrao (% de Namero de Namero maximo
amostras positivas amostras de amostras
para Salmonella) testadas por positivas
ciclo aceitavel

EUA! 20,0 51 12

Unido 14,0 50 7

Européia?

Brasil® 20,0 51 12

Fontes: *Naugle et al. (2006); °CEE (2007); >Brasil (2003).

De acordo com Bersot (2006), um fator que pode ser agravante na
disseminacao da Salmonella em carcacas de frango é o processo de abate. No
entanto, avaliando as etapas criticas do processo de produgcdao ha um consenso
de que o abate, no maximo, pode contribuir para a manutencao da prevaléncia
de Salmonella. Com isso, fica claro observar que quanto maior a prevaléncia
nos animais vivos, maior serd o percentual de contaminagdo nas carcacas

abatidas.

Ribotipagem

As técnicas tradicionais de microbiologia de alimentos fundamentam-se
na utilizacao de testes morfoldgicos e bioquimicos para tipagem, subtipagem e
identificacdo de géneros, espécies e subespécies microbianas. Embora
confidveis e eficientes, requerem de varios dias a semanas antes dos
resultados serem obtidos (GANDRA et al., 2008). Por isso, métodos baseados
em caracteristicas fenotipicas tém sido comparados desfavoravelmente com
agueles que examinam o cromossomo bacteriano, cujo poder discriminatorio

das tipagens moleculares e a reprodutibilidade, sdo considerados tao elevados
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gue lhe rendeu o nome de “impressao digital do DNA”, do inglés, “DNA
fingerprinting” (DARINI; MAGALHAES; CROTT, 1998).

O aumento mundial de S. Enteritidis constitui num problema de saude
publica, sendo o seu controle um desafio para epidemiologistas. A principal
ferramenta adotada para monitorar a disseminacdao de Salmonella dentro da
cadeia produtiva consiste na utilizacdo de técnicas moleculares. Métodos
baseados na restricao do DNA podem identificar cepas de Salmonella
envolvidas numa infeccdo humana e dar informacgdes epidemioldgicas sobre as
relacbes genéticas entre sorotipos. Desta forma, a ribotipagem tem sido
empregada pelos laboratérios de referéncia mundial, como um método
molecular imprescindivel para investigacdao epidemioldgica, pela deteccao da
fonte de infeccao (MARTINS et al., 2006).

A ribotipagem usa o padrao de restricdo do operon do RNA ribossdmico
(rrn), que sao regides consideradas “conservadas” do DNA bacteriano. Esta
ferramenta epidemioldgica tem fornecido étimos resultados para a deteccdo de
polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restricdo (RFLPs). A técnica
consiste na extracao e purificacdo do DNA total da bactéria, digestao deste
material com uma enzima de restricdo, corrida eletroforética, transferéncia de
fragmentos desnaturados para um filtro, hibridacdo com a sonda marcada e
revelacdo do padrdo de bandas (DARINI; MAGALHAES; CROTT, 1998).

No DNA das bactérias, cada operon rrn consiste de trés genes que
codificam o RNA ribossomal (rRNA), sendo eles 16S, 23S e 5S. O gene 16S é o
mais conservado dos trés rRNA genes, sendo estabelecido como o padrdo para
a identificacdo e classificacdao taxonémica de espécies bacterianas (BOUCHET;
HUOT; GOLDSTEIN, 2008). As moléculas de rRNA codificadas sao entdo
empregadas para determinar a inter-relacdo filogenética dos microrganismos
(UENO; JORGE, 2002).

Segundo Gandra e colaboradores (2008), a ribotipagem pode ser
realizada de forma automatizada como o uso do equipamento RiboPrinter®

Microbial Characterization System. Este sistema consiste em um avanco
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tecnoldgico com relacao a comodidade, reprodutibilidade e velocidade de
realizacao (BOUCHET; HUOT; GOLDSTEIN, 2008).

Consideracoes finais

A qualidade microbiolégica dos alimentos produzidos em um pais ou
importados de outros € um dos pilares para garantir a salide da populagdo. A
ocorréncia de surtos de toxinfeccOes alimentares causa prejuizos diretos e
indiretos, pois coloca em risco a saude do consumidor e impactam a economia.
Dentre 0s microrganismos mais incriminados em surtos alimentares,
envolvendo a cadeia avicola, destacam-se os representantes do género
Salmonella.

A atual utilizacdo de técnicas moleculares que permitam conhecer a
similaridade filogenética entre patdégenos de uma mesma espécie de
Salmonella, isolados em diferentes pontos ao longo da cadeia de producao
avicola, permite estabelecer os elos de ligacao entre os diferentes segmentos.
Com isso, torna-se possivel implementar politicas de qualidade, para o
gerenciamento dos riscos e para a prevencdo, permitindo a implantagao de
medidas efetivas para o controle dos perigos relacionados a presenca de

Salmonella.
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