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Resumo

Vérios materiais podem ser utilizados como substrato para cama de aviarios, apresentando diferentes probabilidades de
contaminagdo por Salmonella spp. Considerando esta variacdo, avaliamos a viabilidade de transmisséo de Salmonella
Typhimurium por Passeriformes (Manons — Lonchura striata domestica), em maravalha de Pinus spp. e casca de arroz,
analisando o tempo necessério para a contaminacgéo de cada substrato de cama e da dgua de bebida, além da ocorréncia
da contaminacdo das aves. Foram conduzidos dois experimentos, sendo que em cada um houve um circulo preenchido
com o substrato de cama inoculado (positivo) e outro aspergido com solugdo estéril (negativo). Ap6s a contaminagdo
foram soltos 49 manons em cada experimento. Foram analisadas amostras de cama, agua de bebida e 6rgéos e superficie
corporal (patas) das aves. Os diferentes substratos para cama de aviarios avaliados permitiram a transmissdo de S.
Typhimurium para os manons, com a casca de arroz determinando contaminacdo do ambiente negativo de forma mais
precoce e continua. A contaminagdo das superficies corporais (patas) contribuiu para que o sorovar de Salmonella fosse
carreado nos dois tipos de substratos.

Palavras-chave: Salmonella enterica subespécie enterica sorovar Typhimurium. Transmissdo. Cama de frango. Passaros.

Abstract

Various materials can be used as substrate for poultry litter, presenting different probabilities of contamination by
Salmonella spp. Considering this variation, we evaluated the viability of transmission of Salmonella Typhimurium by
Passeriformes (Manons — Lonchura striata domestica), in Pinus spp. and rice husk, analyzing the time required for
contamination of each litter substrate and drinking water, in addition to the occurrence of bird contamination. Two
experiments were conducted, in each one there was a circle filled with the inoculated litter substrate (positive) and another
sprinkled with sterile solution (negative). After contamination, 49 manons were released in each experiment. Samples of
litter, drinking water and organs and body surface (feet) of the birds were analyzed. The different substrates for poultry
litter evaluated allowed the transmission of S. Typhimurium to manons, with rice husk determining negative
environmental contamination earlier and more continuously. Contamination of body surfaces (feet) contributed to the
Salmonella serovar being spread on both types of substrates.

Keywords: Salmonella enterica subspecies enterica sorovar Typhimurium. Transmission. Broiler litter. Birds.
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Introducgéo

As galinhas e os frangos de corte podem ser contaminados por diversos sorovares de
Salmonella, sendo alguns considerados hospedeiro-especificos como S. Gallinarum e S. Pullorum,
enquanto outros afetam além das aves (domésticas ou ndo), também répteis e mamiferos (incluindo
0s humanos), como S. Typhimurium, S. Enteritidis e S. Heidelberg (FREITAS NETO et al., 2020;
GOPINATH et al., 2012). A infeccdo, quando em humanos, ocorre mais comumente por meio da
ingestdo de produtos contaminados de origem animal, incluindo-se os avicolas. A transmisséo de
microrganismos patogénicos (incluindo-se Salmonella) por aves silvestres, aparentemente favorece a
contaminacgdo das aves domesticas (SILVA et al., 2010).

A cama dos aviarios comerciais esta relacionada como potencial fonte de contaminag&o por
Salmonella spp. no ambiente de criacdo das aves, assim como 0s comedouros, racdo, caixas de
transporte ou animais sinantrdpicos, entre outros (MARIN et al., 2011). Os materiais utilizados como
substrato das camas dos aviarios devem possibilitar a reutilizacdo das mesmas, bem como propiciar
um ambiente desfavoravel para a proliferacdo de potenciais patdgenos.

Diversos materiais podem ser utilizados como substrato para cama dos aviarios dependendo
da regido geografica, disponibilidade e a finalidade do uso posterior ao periodo de criagdo das aves.
Encontrada em todas as regibes, a maravalha é comumente utilizada no Brasil, enquanto nas regides
sul e sudeste, a casca de arroz também é frequentemente empregada como substrato para as camas
dos aviarios (ANDREATTI FILHO, 2007). Fatores como umidade, pH e a reutilizacdo podem estar
relacionados com a contaminacdo dos substratos para as camas, além das aves silvestres que
conseguem acessar e frequentar os aviarios, podendo assim também contribuir para a disseminacdo
de Salmonella spp. Devido a preferéncia das aves silvestres adentrarem aos aviarios, especialmente
nos periodos de retirada dos frangos para o abate ou quando sdo alojados os pintos com um dia de
idade (SCHERER et al., 2011), estas aves representam fator de grande risco, pois podem carrear
Salmonella spp. no periodo em que as aves domésticas de producao sdo mais suscetiveis as infecgdes.
A maioria das aves silvestres que adentram aos aviarios sdo principalmente granivoras (PRINS,
GORDON, 2014).

Portanto, considerando a variacdo entre os tipos de substrato para cama de aviarios quanto a
contaminacdo por Salmonella spp., foram realizados dois experimentos com o objetivo de avaliar a
viabilidade de transmissdo de S. Typhimurium por meio de Passeriformes (Manons — Lonchura
striata domestica) em maravalha de Pinus sp. e casca de arroz, analisando-se o tempo necessario para
a contaminacdo de cada substrato das camas de aviarios e da agua de bebida, bem como a ocorréncia
da contaminacdo das prdprias aves.

Material e métodos

Foram escolhidos dois materiais costumeiramente utilizados em camas de aviario, maravalha
de Pinus sp. e casca de arroz. Todo material das camas foi previamente esterilizado em autoclave e
avaliado por meio de isolamento microbiolégico quanto a presenca de Salmonella spp.
(MALLINSON, SNOEYENBOS, 1989), imediatamente antes do inicio dos experimentos. Para cada
material foram construidos dois ambientes (positivo e negativo) com chapas de madeira desinfetadas
em formato circular e diametro de 1,7 metros. Cada circulo foi preenchido com maravalha de Pinus
sp. ou casca de arroz, contendo 0,07 metros cubicos do substrato em cada. Foram instalados, apos
desinfecc¢éo, poleiros na borda de cada circulo para que as aves pudessem descansar. Todos os fomites
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e materiais envolvidos nos experimentos, como chapas de madeira dos circulos, poleiros, bebedouros
e comedouros apds desinfecgdo e imediatamente antes do inicio dos experimentos, foram submetidos
a acao de suabes visando detectar a presenca de Salmonella spp. (MALLINSON, SNOEYENBOS,
1989).

Para cada um dos experimentos foram utilizados 49 manons (Lonchura striata domestica)
criados em cativeiro com até seis meses de idade e previamente avaliados para a presenca de
Salmonella spp., por isolamento microbioldgico, conforme Mallinson e Snoeyenbos (1989) e reacédo
em cadeia da polimerase (PCR) descrita nesta se¢do. Os experimentos foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da FMVZ/UNESP/Botucatu sob n® 239/2012. Todos 0s
procedimentos para alojamento, manejo e colheita das amostras nas aves, preconizaram o minimo de
manipulagéo e estresse de acordo com os preceitos recomendados pelo Conselho Federal de Medicina
Veterinaria (CFMV, 2012) e pelos comités internacionais de bem-estar animal (AVMA, 2007;
HAWKINS et al., 2001).

Foi utilizada cepa de Salmonella enterica subespécie enterica sorovar Typhimurium (ST),
resistente ao acido nalidixico (Nal) e a rifampicina (Rif) por meio de cultivo sucessivo em &gar verde
brilhante (AVB) contendo 100pg/mL de Nal/Rif. A cultura para o indculo foi obtida do cultivo em
caldo infusdo de cérebro coracdo (BHI), incubada a 37°C durante 24 horas. O inéculo foi preparado
em solugdo phosphate-buffered saline (PBS) na concentragdo de 10° UFC/mL de S. Typhimurium
Nal/Rif (ANDREATTI FILHO et al., 2019), e aspergido 1 litro em cada ambiente positivo. O mesmo
volume de solucdo PBS estéril foi aspergido nos ambientes negativos.

Cada um dos experimentos foi conduzido em sala com 59 metros cubicos de area total. Apds
a inoculacao foram dispostos dentro de cada ambiente (circulos), recipientes estéreis para dgua e
alimento. Diariamente ap0s as colheitas, os recipientes eram higienizados e fornecida mistura de
sementes de paingo (Panicum miliaceum) e agua ad libitum aos manons.

Para avaliar a capacidade dos manons carrearem a bactéria entre os ambientes (circulos),
foram realizadas sete coletas, sendo a primeira, seis horas apds a aspersdo do inéculo contendo ST
no circulo positivo e soltura das aves, enquanto as demais coletas ocorreram nos periodos de 24, 48,
72, 96, 120 e 168 horas ap6s o desafio bacteriano. Em cada um dos periodos, sete aves foram
eutanasiadas conforme recomendacdo do CFMV (2012). Apds a eutanasia, cada manon foi
acondicionado individualmente em embalagem plastica estéril, identificado e armazenado a 4°C até
0 processamento.

Foram colhidos separadamente baco, figado, cecos e lavado de patas de cada ave e pool de
cada substrato de cama (500g) de cada um dos ambientes (positivo e negativo), em cinco pontos
diferentes dos circulos, bem como da dgua de bebida (500mL).

A recuperacdo do isolado de cama, lavados de patas e agua de bebida foram submetidas a um
pré-enriquecimento em agua peptonada tamponada incubada a 37°C por 20 horas (MAPA, 2003).
Para obter o lavado de patas foram submersas ambas as patas dos manons durante cinco segundos em
um tubo contendo 5mL de agua peptonada tamponada. Apds o pré-enriquecimento foi realizado o
enriquecimento seletivo nos caldos Tetrationato (TT) e Rappaport Vassiliadis (RAP) na diluigédo 1:10
e 1:100, respectivamente, e incubados a 40°C por 24 horas. Sendo entdo posteriormente semeados
por esgotamento em agar Xilose-Lisina-Desoxicolato (XLD) e agar Verde Brilhante (AVB) contendo
ambos 100ug/mL de Rif/Nal. As amostras provenientes de o6rgaos foram maceradas e depositadas
diretamente nos caldos de enriquecimento seletivo TT e RAP seguindo a mesma propor¢éo e
sequéncia descrita anteriormente. Foram consideradas positivas as placas que apresentaram
crescimento bacteriano com colbnias compativeis com Salmonella spp. (MALLINSON,
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SNOEYENBOS, 1989). Para confirmacéo final, todas as colonias consideradas positivas nas placas
foram submetidas ao exame de PCR. Para isto, dos caldos TT que originaram o material positivo foi
coletado 1mL, imediatamente conservado a -20°C até o processamento. A extracdo do DNA foi
realizada por tratamento térmico. O protocolo consistiu em trés lavagens com 1mL de PBS, seguidas
por centrifugacdo a 8000g durante cinco minutos a 10°C e apds a ultima lavagem o pellet foi
ressuspendido em 600uL de TE (10mM Tris-HCl e ImM EDTA, pH 8,0) e aquecido em banho-maria
a 95°C durante 10 minutos. Na etapa final realizou-se a centrifugacdo a 8000rpm durante cinco
minutos a 10°C, sendo coletado 200pL do sobrenadante e armazenado a -20°C (ANDREATTI
FILHO et al., 2011; FADL et al., 1995).

Para a reacdo foi utilizado o primer para o gene invA (Fw: 5'-
TTGTTACGGCTATTTTGACCA-3"; Rv: 5"-CTGACTGCTACCTTGCTGATG-3") (SWAMY et
al., 1996) na concentracao de 20picomol/puL. Para amplificacdo foi utilizado o volume final de 25pL,
contendo Syl de cada amostra, 1uL de cada primer, 12,5uL do mix de amplificacdo Go Taq Green
Master Mix (Promega, Madison, USA), e 5,5uL 4gua ultrapura. A mistura foi processada no
termociclador (Eppendorf AG Mastercycler Gradient) sendo: cinco minutos a 94°C, 35 ciclos de
amplificacdo (30 segundos a 94°C, 30 segundos a 60°C e 30 segundos a 72°C), seguida de extensédo
final por quatro minutos a 72°C (GONCALVES et al., 2011).

Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose 1,5% corado com GelRed
(BIOTIUM) e a visualizacdo realizada com auxilio de transiluminador. Foram considerados positivos
0s produtos resultantes com tamanho esperado de 521pb.

Para a andlise estatistica, foi fixado em 5,0% o nivel de rejei¢do da hipdtese de nulidade (o).
A comparagdo das quantidades foi conduzida pelo teste “t” de Student (VIEIRA, 2011).

Resultados e discussao

No experimento utilizando-se a casca de arroz como substrato de cama (Tabela 1), observou-
se que em todos os periodos de analise houve amostras de manons positivas. A menor quantidade de
aves positivas ocorreu no periodo de 24 horas ap6s a contaminacdo da cama com Salmonella
Typhimurium (ST), enquanto nos periodos de 96, 120 e 168 horas ap0s a contaminacao, todas as aves
(100%) analisadas apresentaram-se positivas. Portanto, a quantidade de aves contaminadas com ST
foi significativamente menor (a=0,05) nos periodos de 24 e 48 horas ap6s a contaminacdo da cama
composta por casca de arroz, quando comparada com os periodos de seis, 96, 120 e 168 horas ap6s a
contaminacdo. Na analise da contaminacédo das visceras, foi possivel observar a presenca de ST nos
cecos de 25 aves e no figado de cinco aves, distribuida entre os sete periodos de anélise, ou seja, de
seis a 168 horas apds a contaminacgdo da cama com a bactéria. Ndo houve isolamento de ST no baco
de nenhuma ave durante todo o periodo experimental, quando o substrato da cama foi a casca de
arroz. Ja em relacdo a presenca de ST na superficie corporal (patas), 37 aves apresentaram-se
positivas, durante todo o periodo experimental. Considerando-se todo o material positivo (6rgéos e
superficie corporal) nos ambientes contendo a casca de arroz como substrato de cama e durante todo
0 periodo experimental (seis a 168 horas ap0s contaminacdo da cama), 39 manons (79,6%)
apresentaram-se positivos para ST.

No experimento utilizando-se a casca de arroz como substrato de cama (Tabela 2), observou-
se que todas as amostras de cama e agua de bebida, incluindo-se também as amostras provenientes
da cama inicialmente negativa, restaram positivas para ST a partir do periodo de seis horas apds a
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contaminacdo bacteriana, persistindo até o altimo periodo de analise (168 horas apés a
contaminagéo).

No experimento utilizando-se a maravalha de Pinus sp. como substrato de cama (Tabela 1),
observou-se que em todos os periodos de analise houve amostras de manons positivas. As menores
quantidades de aves positivas ocorreram nos periodos de 48, 72 e 168 horas ap0s a contaminacao da
cama com ST, enquanto somente no periodo de seis horas ap6s a contaminacéo, todas as aves (100%)
analisadas apresentaram-se positivas. Portanto, a quantidade de aves contaminadas com ST foi
significativamente menor (0=0,05) nos periodos de 48, 72 e 168 horas ap0s a contamina¢do da cama
composta por maravalha, quando comparada com os periodos de seis e 24 horas ap6s a contaminagao.
Na analise da contaminacgdo das visceras, foi possivel observar a presenca de ST nos cecos de 14
aves, distribuida entre os seis primeiros periodos de andlise, ou seja, de seis a 120 horas apds a
contaminacgdo da cama, enquanto no baco houve apenas uma Unica ave positiva no periodo de 120
horas apds a contaminacdo da cama com a bactéria. Ndo houve isolamento de ST no figado de
nenhuma ave durante todo o periodo experimental, quando o substrato da cama foi a maravalha. Ja
em relacdo a presenca de ST na superficie corporal (patas), 12 aves apresentaram-se positivas, durante
todo o periodo experimental. Considerando-se todo o material positivo (6rgéos e superficie corporal)
nos ambientes contendo a maravalha como substrato de cama e durante todo o periodo experimental
(seis a 168 horas apds contaminacdo da cama), 21 manons (42,8%) apresentaram-se positivos para
ST.

No experimento utilizando-se a maravalha de Pinus sp. como substrato de cama (Tabela 2),
observou-se que todas as amostras de cama positiva (previamente contaminada por ST) restaram
positivas em todos os periodos analisados, ou seja, de seis a 168 horas apds a contaminacdo
bacteriana. J& a cama inicialmente negativa, assim permaneceu durante os trés primeiros periodos
analisados (seis, 24 e 48 horas ap6s a contaminacdo inicial). Entretanto, a cama inicialmente negativa
apresentou-se positiva a partir de 72 horas ap6s contaminagdo, mantendo a sua positividade até o
periodo de 168 horas apds contaminacdo com ST. A analise da contaminacdo da agua de bebida
revelou a mesma positiva para ST nos periodos de seis, 48 e 72 horas apds a contaminacao inicial,
enquanto nos periodos de 24, 96, 120 e 168 nao houve deteccdo da bactéria.

Comparando-se a contaminacdo por ST nos manons criados tanto na casca de arroz quanto na
maravalha de Pinus sp. (Tabela 1), observou-se que a partir do periodo de 48 horas e persistindo até
o periodo final de analise (168 horas) apds a contaminagdo por ST, as aves criadas na cama de
maravalha apresentaram significativamente menor contaminacéo (quantidade de aves positivas) por
ST (0=0,05). Além da menor quantidade de aves positivas para ST quando criadas na maravalha, o
mesmo se observou em relacdo a contaminacdo de patas dos manons, com as aves criadas na
maravalha apresentando menor contaminacdo no periodo de 48 a 168 horas ap6s a contaminacao
inicial por ST.

Em relacdo as amostras de cama e dgua de bebida, observamos que nos periodos de 24, 96,
120 e 168 horas de andlise ap6s a contaminagdo inicial com ST, as amostras de maravalha
apresentaram-se negativas para a bactéria, diferentemente das amostras de casca de arroz que se
apresentaram positivas. Fato semelhante ocorreu em relacdo as camas inicialmente negativas, ou seja,
nos periodos de seis, 24 e 48 horas as amostras de maravalha apresentaram-se negativas,
diferentemente das amostras de casca de arroz, que ja se apresentaram positivas a partir do periodo
de seis horas.

Conjecturamos que pode estar relacionada a menor quantidade de contaminagdo por ST
quando utilizada a maravalha, nos materiais relacionados a criagdo, como a agua de bebida e cama
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inicialmente negativa, com a menor contaminagdo de patas e consequentemente menor numero total
de aves positivas (a¢=0,05), quando da utilizagdo de maravalha em comparacdo com a casca de arroz
como substrato de cama.

Tabela 1 - Isolamento de Salmonella Typhimurium (ST) em Passeriformes (Manon — Lonchura striata domestica), criados
em ambiente contendo diferentes substratos (casca de arroz e maravalha) para cama de aviarios, contaminados
previamente* ou ndo com ST.
Periodo de coleta (horas ap6s contaminacdo da cama com ST e soltura dos manons)
Amostras 06 24 48 72 96 120 168
CA* M CA ™M CA M CA M CA M CA M CA WM™

Cecos 4 3 1 4 1 2 3 1 7 2 2 2 7 -
Baco - - - - - - - - - - - 1 - -
Figado 1 - - - - - 1 - 3 - - - - -
Patas 6 6 2 3 3 - 5 - 7 1 7 1 7 1

Total de aves 6/7a 7/7a 3/7Tbc 4/7Tb  4/7Tb 2/7c 5/7ab 1/7c 7/7a 3/7bc 7/7a 3/7bc 7/7a 1/7¢c
positivas****

*Um circulo contendo cama previamente contaminada por ST e outro negativo.

**CA = Casca de arroz; M = Maravalha de Pinus sp.

***Quantidade de aves positivas para ST. (-) resultado igual a negativo para ST.
****Quantidade de aves positivas para ST / quantidade total de aves analisadas por coleta.
Para estatistica em linha tem-se que a>b>c, para 0=0,05.

Tabela 2 - Isolamento de Salmonella Typhimurium (ST) no ambiente criatério contendo diferentes substratos (casca de
arroz e maravalha) para cama de aviarios, contaminados previamente* ou ndo com ST, utilizando-se Passeriformes
(Manon — Lonchura striata domestica) como veiculadores da bactéria.
Periodo de coleta (horas ap6s contaminacdo da cama com ST e soltura dos manons)
Amostras 06 24 48 72 96 120 168
CA* M CA M CA M CA M CA M CA M CA M

Agua de FEEE 4 + - + + + + + - + - + -
bebida

Cama + + + + + + + + + + + + + +
positiva*

Cama + - + — + — + + + + + + + +
negativa*

*Um circulo contendo cama previamente contaminada por ST e outro negativo.

**CA = Casca de arroz; M = Maravalha de Pinus sp.

***(+) resultado igual a positivo para ST; (-) resultado igual a negativo para ST. Pool de cada substrato, colhidos em
cinco pontos diferentes dos circulos (cama) e diretamente no bebedouro (agua de bebida).

O tipo de substrato de cama parece interferir no isolamento de Salmonella spp., porém o tipo
de material ndo afeta significativamente o desenvolvimento dos frangos (GARCIA et al., 2010).
Diversos materiais podem ser utilizados como substrato para cama de aviario e, quando comparada
com casca de café, a maravalha de Pinus sp. apresenta probabilidade na ocorréncia de Salmonella
spp. 28% maior (VIEIRA, 2011). Entretanto, em nossos experimentos, quando comparamos a
maravalha de Pinus sp. com a casca de arroz, a maravalha determinou menor contaminagéo das aves
por ST e consequentemente menor disseminacao da bactéria pelo ambiente. A cama de casca de arroz
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também pode estar relacionada com contaminacdo por Escherichia coli (GARCIA et al., 2010).
Nossos resultados demonstram que quando o substrato utilizado foi a casca de arroz, a conversao da
cama inicialmente negativa em positiva, ja ocorreu nas primeiras seis horas ap6s a soltura dos
manons, enquanto na maravalha a conversao da cama negativa para positiva por ST ocorreu somente
apos 72 horas da soltura das aves. Em galinhas infectadas por contato com carreadoras inoculadas
com ST, somente foram encontradas amostras positivas da cama de maravalha de Pinus sp., 72 horas
ap0s o primeiro contato com os carreadores, exatamente 0 mesmo periodo observado nos nN0ssos
experimentos (RIGBY, PETTIT, 1979).

Além da colonizagdo intestinal, o contato das aves com materiais contaminados pode
contribuir para a adesdo de bactérias patogénicas nas superficies corporais (BENSKIN et al., 2009).
Nos nossos dois experimentos, a contaminacao isolada das superficies corporais (patas) apresentou
indices significativos, sendo 75,5% e 24,5% das aves positivas, criadas respectivamente nas camas
de casca de arroz e maravalha. O fato de que os Passeriformes, em sua maioria, apresentam predilecéo
alimentar por sementes pode ter contribuido para uma interacdo maior com a cama composta por
casca de arroz (VERHOEF-VERHALLEN, 2004), determinando a quantidade maior de aves
contaminadas, facilitando assim a disseminacdo e o estabelecimento no circulo negativo. Outros
fatores também devem ser considerados quanto a ocorréncia de Salmonella na cama, como a umidade,
0 pH e o procedimento de reutilizacdo das camas, pois afetam consideravelmente a probabilidade de
manutencdo da bactéria no ambiente (VIEIRA, 2011).

Deve ser considerada nos programas de prevencao e controle de patdgenos, como Salmonella
spp., a possibilidade de contaminacdo da cama antes mesmo do alojamento dos pintinhos, tanto pela
capacidade dos Passeriformes em carrear a bactéria utilizada como modelo neste estudo, quanto pela
preferéncia da maioria das aves silvestres em acessar o chdo dos aviarios nos periodos de manutengéao
e preparagdo da cama (SCHERER et al., 2011). O acesso de aves silvestres aos avidrios,
especialmente nesses periodos, deve ser minimizado e quando possivel evitado.

Conclusodes

Os diferentes substratos para cama de aviarios avaliados permitiram a transmissdo de S.
Typhimurium para 0s manons, com a casca de arroz determinando contaminacdo do ambiente
negativo de forma mais precoce e continua. A contaminacdo das superficies corporais (patas)
contribuiu para que o sorovar de Salmonella fosse carreado nos dois tipos de substratos.
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