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Resumo

MANDARINO, Jodo Roberto. Ocorréncia de salmonelas em suinos abatidos no
Estado do Rio de Janeiro. 2006. 66p Dissertacio ( Mestrado em Microbiologia
Veterindria). Instituto de Veterindria, Curso de Pés-Graduacdo em Microbiologia
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Com a finalidade de contribuirmos para a epidemiologia das salmoneloses,
pesquisamos a ocorréncia de Salmonella spp. em suinos abatidos no Estado do Rio de
Janeiro para comercializacdo ambulante. Foram estudados 100 animais que revelaram a
presenca de salmonela em 61%, através da andlise de 260 amostras oriundas de trés
fontes: swabs retais, swabs de tonsilas palatinas e linfonodos mesentéricos. Foram
isoladas salmonelas em todas as fontes, sendo que amostras de swab retal apresentaram
uma maior positividade (79%) do que as demais amostras. Dentre as 76 salmonelas
identificadas, o sorovar Enteritidis foi o mais freqiiente 50/76 (65,5%), seguido de
Typhimurium 19/76 (25%), 1 (35:-:-) 3/76 (4%), Newport 3/76 (4%) e Infantis 1/76
(1,3%). Nenhum dos esquemas de isolamento favoreceu o crescimento da totalidade das
salmonelas e/ou sorovares, destacando-se a maior eficiéncia de isolamento de coldnias
na combinacdo Rappaport Vassiliadis e meio seletivo e indicador Hektoen.
Excetuando-se o sorovar I 35:-;- todos apresentaram niveis importantes de resisténcia
aos antimicrobianos, destacando-se a tetraciclina (55%), ampicilina (48,7%),
cloranfenicol (38%), nitrofurantoina (25%) e sulfametoxazol — trimetoprim (22,3%).
Observou-se multirresistencia no sorovar Infantis produtor de beta lactamase de
espectro ampliado (ESBL). Conclui-se que os suinos utilizados para o consumo
humano representam importante risco as saudes humana e animal, devendo ser
implementados os programas de prevencao, controle e erradicagao das salmonelas.

Palavras-chaves: Salmonella spp., Suino, Sorovares, Resisténcia aos antimicrobianos.



Summary

MANDARINO, Joao Roberto. Occurrence of Salmonella spp. in swines butchered in
Rio de Janeiro. 2006. 66p. Dissertacdo ( Mestrado em Microbiologia Veterinaria).
Instituto de Veterindria, Curso de Pds-Graduacdo em Microbiologia Veterindria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

In attempt to contribuite with studies about the epidemiology of salmonellae, we searched
for Salmonella spp in swines butchered for sale in Rio de Janeiro State. One hundred
animals were studied and salmonellae was found in 61% of them, in a total of 260 samples
analysed from three different sources: retal and palatine tonsil swabs and mesentherical
linfonodes. We have isolated salmonellaec from all sources, however samples from retal
swabs have shown 79% of positivity when they were compared with the others. Among the
76 salmonellae indentified, the Enteritidis serovar was the most prevalent, 50/76 (65,5%),
followed by the Typhimurium serovar with 19/76 (25%), 1 (35:-:-), Newport 3/76 (4%) and
Infantis 1/76 (1,3%). None of the isolation procedures neither helped, in any way, the
growth of the salmonellae nor the serovars, pointing out for the most efficient medium for
isolating the colonies a combination of the Rappaport Vassiliadis and the selective and
indicator media Hektoen. Except for the I (35:-:-), serovar , all of them have presented
important resistance levels to antibiotics, such as tetracycline (55%), ampicillin (48,7%),
chloramphenicol (38%), nitrofurantoin (25%) and sulfometoxazol-trimethoprim (22,3%). It
was also observed multiresistance in the Infantis serovar with extended-spectrum beta-
lactamase (ESBL). As a conclusion, the swines used for human consumption represent a
huge risk for humans and animals health and pro-80(m)-8 Td (hug40(a)4(nd )-130(pr)-7(7(0(r)3( )-130(h by

10



SUMARIO

Péagina
RESUMO ...ttt ettt sttt ettt ettt sttt et sbeenbeeanesaees I
ABSTRACT ...ttt ettt ettt ettt ettt e et e bt e beeneeseeenee II
LINTRODUGAO. ...t 13
1.1 ASPECLOS ZEIALS .uuvveeuiieeriiieeiiieeeiite ettt e ettt e ettt e et e e et e e sabe e e s bt e e sabeeeabeessbeesnbeesnsreens 13
1.2 GEnero da Salmonella SPP......coccueeeeeueeieiuiiiiieeeiiee ettt 18
1.3 Fatores de viruléncia das salmonelas...........ccccceoreerieiiiiniiiiienieeeeeeeeeeee e 22
1.4 Classificacao das salmonelas segundo OMS..........ccoooiiiiiiiieniieeiieeeieeee e 23
1.5 Aspectos bioldgicos e ecoldgicos das salmonelas...........cccceevveeeniiiiniieiniieenieenn. 24
1.6 Epidemiologia das salmoneloSes............cueeeriieeriiieiniiieeniieeniieerieeeee e 24
2L0BJETIVOS.. ...ttt ettt ettt et sae e 29
3.MATERIAL E METODOS.........oooooooriiineiiineeiseseeesese s 30
3.1 Amostragem € COINEIA. ........cevuiiiiiiiiiiieeiie e 30
3.2 Preparo das amostras € cultivo bacteriano............coecveeerieeeniieenieeenieeeieeeeiiee e 31
3.3 Caracterizagao bioquimica das salmonelas............ccceevviieiiieniieeniiieeniee e 31
3.4 Caracterizagao antigénica das Salmonelas..........ccceeeceeeriiieeniiieeniieeniee e e 32
3.5 Estudo da susceptibilidade aos antimicrobianos............cccceeerveernieeniiveeniiieenieeennne 33
4. RESULTADOS. ...ttt sttt ettt 34
S. DISCUSSAQ. ...t 49
6. CONCLUSOES.......ccooooomiimiieiieiiee et 59
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS............cconiirriiinrrenirsnesesesesesssesssssssnseen 61

11



INDICES DE QUADRO E TABELAS

Quadro 1- Mapa das regides fisiogréficas do Estado do Rio de Janeiro............cccceeeueenee. 36

Tabela 1- Distribuicao das amostras analisadas nos suinos, segundo a origem
1§ R 10 -1 1o SOOI 37

Tabela 2. Isolamento de Salmonella spp. nas amostras analisadas de diferentes
OTTZEINIS .ttt euttee ettt e ettt e it ee e bt ee ettt e sabbeeeabteeeabteeaabeeeaabeeeabbeeeasbeesabaeesabeeesabeeensbeeenbeesanneesnnes 38

Tabela 3. Presenca de Salmonella spp. nos suinos das granjas estudadas e eficiéncia do
isolamento dos microrganismos nas diferentes amostras
COLBTAAAS. ...ee ettt et e bt e et e et e e s bte e sbte e sabeeesareeeas 39

Tabela 4.Distribuicdo dos sorovares de Salmonella spp. caracterizados nas diferentes
AMOSIIAS COLETATAS. ....veeneiieiieeie ettt et 40

Tabela 5 — Freqiiéncia dos sorovares isolados dos animais abatidos em relacao a sua
OTIZEIMN FISTOZIATICA. .. .veieiiieeiiiee ettt e st esbae e 43

Tabela 6. - Eficiéncia das diferentes combinagdes de meios de cultura de pré —
enriquecimento, de enriquecimento e de indicadores seletivos no isolamento de Salmonella
SPP- TIOS SUTTIOS. ..eutteeiiteeitieeitee et ee ettt e sttt e sibeeesabeesaabeesbteesabbeesabbeesabteesabeesanbaeenaseesnbeesnsneens 44

Tabela 7. Perfil de resisténcia aos antimicrobianos dos sorovares isolados.......c.cccceeeeeeeeeen. 45

Tabela 8 . Perfil de resisténcia aos antimicrobianos dos sorovares isolados em
CaChOEITaS A& IMIACACT. .....ovveeieeeieeeeieee ettt e e e et e et aaeeeeeeeeeeeteaaaeeseseeesssssannsasseeseens 46

Tabela 9. Perfil de resisténcia aos antimicrobianos dos sorovares isolados em

Tabela 10. Provas bioquimicas complementares para caracterizagao de Salmonella enterica
SUDSP. €NLEIICA (I)..neveeiuiiiiiiiieiiie ettt ettt e st e e e e 48

12



1.INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais

A salmonelose € uma zoonose de importincia mundial. A ampla
distribuicdo do género Salmonella spp. no mundo animal e sua permanéncia
no ambiente contribuem para que este microrganismo assuma um papel
relevante na saude publica.

A salmonela é um dos principais microrganismos transmitidos por
alimentos de origem animal de maior impacto. Infec¢des por Salmonella spp.
ndo determinam, em geral, uma alta taxa de mortalidade no homem,
geralmente promovendo um quadro de infec¢cdo gastro-intestinal. Em média 1
a7 % dos casos extra-intestinais, resultam em bacteremias a septicemias. No
entanto o seu poder de disseminacdo € extenso, determinando consideraveis
perdas econdmicas devido aos custos associados aos cuidados médicos,
hospitalizacdes e queda da produtividade pelo absenteismo.

A perda econdmica associada com infecgdes por Salmonella spp. tem
atraido crescente atencdo nos paises desenvolvidos, particularmente, nos
Estados Unidos, Canadd e Reino Unido, onde as investigacOes sobre a
etiologia das toxinfeccoes alimentares sdo eficientes. No entanto, o impacto
econdmico pode ser maior nos paises em desenvolvimento, onde sao limitados
os informes sobre a participacdo dos alimentos de origem animal na
salmonelose humana ( Sockett, 1991).

Segundo o Instituto Pan-Americano de Protecdo a Alimentos e
Zoonoses ( INPPAZ — OPAS/OMS), foram notificados no ano de 1995, por

paises do continente americano, 239 surtos de Doencas Transmitidas por
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Alimentos (DTA), de origem bacteriana, sendo que destes, 58 foram causados
por Salmonella spp.

A Organizacdo Mundial de Satude estima 1,4 milhdes de casos de
infeccoes humanas por salmonela, nos Estados Unidos, resultando em
168.000 consultas clinicas, 15.000 hospitalizacdes e 580 mortes por ano,
sendo o custo para cada individuo atendido de 40 ddlares a 4,6 milhdes de
dolares dependendo da evolugdo da doenca incluindo internacdes e 6bitos. O
custo estimado anual € calculado em torno de trés bilhdes de dolares (OMS
2004).

Na Dinamarca o custo anual de toxinfec¢Oes por salmonela € estimado
em 15,5 milhdes de délares (OMS 2001).

Existe uma demanda, principalmente entre os consumidores dos paises
industrializados, quanto a seguranca dos produtos produzidos de origem
animal (BLAHA,T.et al.,2001). A possibilidade de contaminacdo dos produtos
por Salmonella spp., e os riscos associados a este fato, tende a ser muito
conhecida por parte dos consumidores, gerando uma maior expectativa de
controle.

Desta forma, ja existe uma expectativa da comprovacio de controle de
Salmonella spp., ou pelo menos do estabelecimento de programas de
monitoramento e controle, como pré-requisito para produtores que desejem ser
competitivos no mercado.

Alguns paises como a Suécia, Finlandia, Holanda e Alemanha
possuem programas de controle de salmonela em granjas de suinos através de
sistemas de identificacdo e eliminacdo de animais portadores assintomaticos.
O sistema dinamarqués, por exemplo, se baseia no monitoramento peridédico
das granjas para a identificacdo de animais portadores de salmonela. A partir

destes dados, as granjas sdo classificadas de acordo com a prevaléncia de
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salmonela em Nivel 1 (prevaléncia baixa e aceitdvel), Nivel 2 (prevaléncia
moderada) e Nivel 3 (prevaléncia alta e insatisfatoria). Caso a granja seja
classificada como Nivel 2 ou 3, ela € notificada e avaliada quanto ao manejo
sanitario. Além disso, o abate dos animais destas granjas € realizado sob
cuidados especiais de higiene e supervisionados por Médicos Veterinarios do
Servico Dinamarqués de Veterinaria (Mousing et al., 1997).

O Brasil representa a quarta posi¢do no “ranking” mundial em producdo
de suinos para o comércio exterior. As exportacdes de carne suina somaram
entre janeiro a setembro de 2005, uma receita cambial de 888,3 milhdes de
dolares com a producdo de 2.732 mil toneladas, o que corresponde a um
aumento de 64% na comparagcdo com 0s mesmos nove meses em 2004,
principalmente exportados para a Russia que corresponde a 65% do total
exportado no periodo ( MAPA 2005).

A qualidade e preco competitivo da carne brasileira, somados a crise
sanitdria que assolou a Europa (Encefalopatia Espongiforme Bovina, Febre
Aftosa e Peste Suina Cléssica) contribuiram para o desempenho da carne suina
brasileira no mercado mundial, segundo a Associa¢cdo Brasileira da Industria
Produtora e Exportadora de Carne Suina (ABIPECS, 2002).

Por outro lado, o Ministério da Agricultura ndo prevé o controle das
salmonelas na certificacdo das granjas suinas através do Programa Nacional de
Sanidade Suina — PNSS ( MAPA 2005).

A carne suina e seus derivados é a mais consumida no mundo (44%),
seguida da carne bovina (20%) e de aves (18%) ( MAPA 2005).

O consumo brasileiro de carne suina por tonelada e Kg/habitante/ano em
1988 era de 1.083 t e 7,87 kg e atingiu no ano de 2004, 2.173t e 12,1 kg,
respectivamente ( MAPA 2005).

15



A presenca de qualquer sorovar em alimentos € motivo para classificar os
mesmos como impréprios para consumo segundo regulamento técnico sobre
padrdoes microbioldgicos para alimentos (ANVISA RDC n.12/2001). Esse
parametro tem sido utilizado internacionalmente, ou seja, a presenca de
Salmonella spp. em 25g de produto, condena o mesmo. Situacdes de
devolugdo de cargas de produtos, em que havia presenca de Salmonella spp.,
tém preocupado as agroindustrias e estimulado as mesmas a buscar solucoes
tecnoldgicas para o problema.

Os animais ocupam o ponto central na epidemiologia das salmoneloses,
representando um reservatério de grande importancia sanitdria e de dificil
controle. Com excec¢ao dos poucos sorovares adaptados a espécie humana, nao
ha davida de que o homem, principalmente na idade adulta, contrai a infec¢ao,
cuja manifestacao clinica € a de uma gastrenterite ou toxinfec¢cdo alimentar, ao
consumir alimentos de origem animal (OMS, 1988). Alguns sorovares do
género apresentam maior especificidade para determinados hospedeiros,
enquanto outros afetam um grande numero de espécies animais ( Hirsh 1990).
Os produtos de origem avicola tem sido os mais comumente relacionados a
surtos relatados, geralmente, associados ao consumo de ovos e carne de
frango, porém, nos ultimos anos, tem aumentado o numero de casos de
salmonelose humana relacionados ao consumo de produtos de origem suina
(Fedorka-Cray, 1996).

Em suinos poucos sorovares sdo causa de doenca clinica nos suinos,
entretanto aqueles que ndo estdo associados a esses quadros sao 0s principais
envolvidos na contaminac¢ao da carne suina e de seus produtos (Fedorka-Cray
& Gray, 1996).

Nos suinos, a infeccdo por Samonella spp. pode acometer a todas as

idades, porém a enfermidade clinica € mais freqiiente entre oito e dezesseis
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semanas, podendo se manifestar na forma septicemica, enterocolite aguda ou
cronica, ou mesmo, infeccdo focal, representada por meningite, pneumonia,
encefalite, constricdo retal ou linfadenite caseosa ( Schwartz, 1991).

No Brasil os relatos de isolamento de Salmonella spp. em granjas
produtoras de suinos estdo associados ao quadro clinico da doenca, tanto na
forma enterica como septicemica (Langenegger & Langenegger 1975,
Barcellos et al, 1980, Barcellos et al. 1984). Em animais clinicamente normais
tem sido encontrado diferente percentual de portadores em linfonodos
colhidos no momento do abate (Neiva 1945, Costa et al. 1972, Langenegger et
al. 1983, Alves et al. 1994).

Além disso, em razdo das condi¢Oes particulares de confinamento de
criacdo, entre outros fatores que influenciam a exposi¢cdo de animais para
abate a salmonela estdo os sistemas de manejo animal, os métodos e os
suplementos utilizados em sua alimentacado ( Lindqvist et al., 1999).

O uso freqiiente de antimicrobianos com doses subterapeuticas na dieta
animal, como promotores de crescimento ou com finalidade profilatica, € uma
pratica que fomenta o aparecimento e disseminacdo de cepas resistentes no
meio ambiente (Levy, 1987) e na cadeia alimentar (DuPont & Steele, 1987;
D”Aoust et al.,1992). O uso de antimicrobianos altera a microbiota normal do
intestino, resultando no aumento e na emergéncia de salmonelas
multirresistentes e eliminacao fecal prolongada (Holmberg et al., 1984).

Desta forma, a epidemiologia da salmonelose em suinos deve ser
observada como dois problemas distintos: a salmonelose como infec¢do
clinica e a contaminagdo por Salmonella spp. em carcacas suinas e de seus
produtos. A importancia na funcio e responsabilidade dos profissionais da
area de saude, determina adocdo de medidas profilaticas, de controle e de

erradicacdo das salmonelas, além de promover o conhecimento da dindmica
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de circulacdo desses microrganismos em nosso meio, visando reduzir o
potencial risco as saudes humana e animal, além de evitar prejuizos

econOmMICoS.

1.2 Género Salmonella spp.

Segundo LE MINOR (1994), o gé€nero Salmonella spp. é classificado
como membro da familia Enterobacteriaceae, pertence a tribo Salmonelleae; é
definido como bastdes retos, Gram-negativos, catalase positivos, oxidase
negativos, e geralmente moveis por flagelos petriquios. S@o aerdbios e
facultativamente anaerdbios, crescendo satisfatoriamente nos meios usuais a
temperatura de 37°C. Segundo Edwards & Ewing (1986), a maioria das cepas
produz 4cido e géas a partir da glicose (com excecao da S. Typhi e S.
Gallinarum) e do manitol; eventualmente, do sorbitol e, raramente, fermentam
a sacarose ou adonitol. Produzem gés sulfidrico profusamente e descarboxilam
a lisina. S3o vermelho de metila positivas, Voges-Proskauer negativas, nao
hidrolisam a uréia, ndo produzem indol, ndo liquefazem usualmente a gelatina,
nem peptonizam o leite. Produzem amonia e os nitratos sao reduzidos a nitrito.

Sdo capazes de infectar o homem e uma gama de animais de sangue
quente e frio, os quais sdo, na maioria das vezes, portadores assintomaticos, ou

em pequena propor¢do, apresentam sinais clinicos ( Wallach & Boever, 1983)

A denominagcdo do género Salmonella foi criada por Lignieres, em

homenagem ao patologista Daniel Salmon, que descreveu juntamente com
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Theobald Smith, em 1885, a Salmonella cholerae.suis . Desde entdao, sua
classificacdo taxonOdmica tem sido estudada e sendo caracterizada por quatro
fases distintas.

Na primeira fase, Kauffmann e colaboradores (1956) ressaltaram a
inexisténcia de estudos sobre a relagdo genética e evolutiva na familia
Enterobacteriaceae, € sugeriram que a classificacao das salmonelas deveria se
basear na conveniéncia da conduta médica, visando o diagndstico pratico. A
segunda fase considerou a andlise soroldgica de antigenos O e H iniciada por
White (1926) e continuada por Kauffmann (1966), que resultou na descri¢ao
de um grande numero de sorovariantes. Kauffmann dividiu o género
Salmonella em quatro subgéneros (I a IV), obtido através do comportamento
bioquimico, representando a terceira fase. Estudos fenotipicos e taxondmicos
mostraram que, exceto pelos sorovares adaptados ao homem (S. Typhi e S.
Paratyphi A,B,C), outros eram indistintos bioquimicamente dentro do mesmo
grupo. Assim, os subgéneros de Kauffmann foram considerados espécies: S.
kauffmanni (I), S. salamae (I1), S. arizonae (II1) e S. houtenae (IV) ( apud Le
Minor et al., 1982).

Com a introducdo de técnicas que avaliam o DNA bacteriano, pesquisas
visando o estabelecimento de relagOes evolutivas indicaram a existéncia de
duas espécies distintas: Salmonella choleraesuis e Salmonella bongori. Na
primeira, foi possivel estabelecer uma divisdo em seis subespécies,
identificadas por suas caracteristicas bioquimicas: S. choleraesuis subsp.
enterica, S. choleraesuis subsp. indica, S. choleraesuis subsp. salamae, S.
choleraesuis subsp. arizonae, S choleraesuis subsp. diarizonae e S.
choleraesuis subsp. houtenae, reconhecidas pelo International Journal of

Systematic Bacteriology ( 1985, 1987).
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Uma vez que o nome S. choleraesuis poderia ser considerado ambiguo
em virtude da patogenicidade inerente ao sorovar S. Cholerae-suis, a espécie
S.enterica foi proposta (Le minor & Popoff, 1987).

A classificacdo atual segue o esquema de Kauffmann- White, descrito por
Popoff & Le Minor (2001), sendo o género Salmonella constituido de duas
espécies: S.enterica e S.bongori. A primeira subdividida em seis subespécies:
enterica (I), que compreende 1478 sorovares, responsiavel por 99% dos
isolamentos do género, usualmente de animais de sangue quente, salamae (11)
498 sorovares, arizonae (I111a) 94 sorovares, diarizonae (I1Ib) 327 sorovares,
houtenae (IV) 71 sorovares e indica (VI), 12 sorovares. Enquanto que a
espécie bongori (ex V) possui 21 sorovares, compreendendo o género,
atualmente, 2501 sorovares ( Popoff & Le Minor, 2001).

Os antigenos somdticos de natureza lipossacaridica, resistentes ao calor e
ao alcool (Costa & Hofer, 1972), em nimero de 67, estdo subdivididos em
antigenos maiores e antigenos menores, estes associados aos primeiros. Os
maiores ou principais classificam os sorovares dentro de um mesmo grupo
(O), como por exemplo, o fator 2 do grupo A e o 4 do grupo B entre outros; os
menores t€m pouco interesse para diagndstico, sendo o resultado da
modificacdo de um polissacarideo ligado a superficie do antigeno maior ( Le
Minor, 1993; Popoff & Le Minor, 2001).

Os antigenos flagelares sdo termolabeis, formados por uma proteina
denominada flagelina, inativada lentamente pelo alcool ( Costa Hofer, 1972);
podendo possuir as fases 1 e 2 , determinadas geneticamente pelos loci H; e
H,, respectivamente ( Le Minor, 1993). O antigeno de envelope esta
habitualmente presente em cepas de S. Typhi isoladas em pacientes na fase
aguda da doenca e podem mascarar as reagOes de soroaglutinacio com o

antigeno O ( Edwards & Ewing, 1986 ; Le Minor, 1993).
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Quanto a nomenclatura, os nomes dos sorovares nao sao denominacoes
de espécies ou subespécies, motivo pelo qual ndo devem ser escritos em
itdlico. De acordo com o cddigo Internacional de Nomenclatura Bacteriana, o
correto seria: Salmonella enterica ( género e espécie), subespécie enterica
(subespécie I ) sorovar Typhimurium ou, em pratica, apenas Salmonella
Typhimurium. Os sorovares das outras subespécies (Il a VI) ou da espécie
bongori (ex V) sdo designados unicamente pelas suas formulas antigé€nicas,
por exemplo: Salmonella 11 17: b: z 5 ; Salmonella 111, 42: 1, v: z, etc. (
Popoff & Le Minor, 2001).

Entdo os simbolos adotados para denominar os sorovares obedecem a
certos critérios. Os antigenos somaticos foram os primeiros a serem descritos e
designados por letras maitsculas e, posteriormente, empregados nimeros. Se
estes numeros estiverem sublinhados significa que foram determinados por
fago conversao, e se estiverem entre colchetes podem ou ndo estar presentes.
Ja os antigenos flagelares sdo representados por letras minusculas e algarismos
arabicos, e se estiverem entre colchetes indicam sua presenca,
excepcionalmente, em cepas selvagens. A utilizacao de paré€nteses para fatores
flagelares e somaticos denotam ser fracamente aglutindveis.

Quanto a patogenicidade, os sorovares de Salmonella, sdo estritamente
adaptados a uma determinada espécie: S. Abortus-ovis, nos ovinos; S.
Abortus-equi, nos eqiiinos; S. Gallinarum e S. Pullorum nas aves. No entanto,
a exemplo do homem, os animais também podem ser infectados por uma
grande variedade de sorovares, ditos ubiquitirios : S. Enteritidis, S.

Typhimurium, S. Agona, etc ( Solari, 1996).
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1.3 Fatores de viruléncia das salmonelas

O lipolissacarideo (LPS) € o determinante de viruléncia mais
extensivamente caracterizado em Salmonella spp.. Pode estar envolvido na
adesdo e invasdo das células epiteliais intestinais, ativacdo da via alternativa
do sistema complemento, sobrevida intracelular em macréfagos e talvez,
protegendo a bactéria de radicais livres e de outras substancias bactericidas
(Finlay & Falkow, 1988).

Outros fatores de viruléncia de Salmonella podem contribuir para o
estabelecimento de doenca no hospedeiro. Estes incluem producdo de
bacteriocina (Fredericq, 1957), de sider6foros (Yancey< Breeeding &
Lankeford, 1979), de adesinas (Lindeberg, 1980), de proteinas de membrana
externa, as quais interagem com a membrana dos macrofagos, decrescendo a
“explosao” oxidativa (Blanco et al., 1997) e resisténcia ao efeito bactericida
do sistema complemento (Peterson & Quic, 1981). A producdo de
enterotoxinas (Koupal & Deibel, 1975) e de citotoxinas (Reitmeyer; Peterson
& Wilson, 1986) tem sido reportadas, no entanto o seu papel na
patogenicidade, ndo estd ainda completamente elucidado (Rumeu et al. 1997).
Além disso, grandes plasmideos tem sido associados com doenca, embora sua
relativa importancia varie nos diferentes sorovares (Wiliamson et al., 1988),
outros plasmideos (R) estdo relacionados a capacidade do microrganismo
apresentar resisténcia aos antimicrobianos e de transferir essa caracteristica
para outra bactéria, (Simmons et al., 1988).

Ainda outros fatores inerentes ao hospedeiro, € ndo propriamente a
mecanismos de viruléncia desenvolvidos pelo microrganismo, predispdem o

individuo a salmonelose invasiva, como alteracdes da microbiota enterica
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normal, doencgas cronico-degenerativas (diabetes, cancer) e a utilizacdo de

farmacos imunossupressores.

1.4 Classificacido das salmonelas, segundo os critérios da Organizacao

Mundial de Saide (OMS).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) classifica as salmonelas de

acordo com sua adapta¢do ao homem e aos animais, sendo:

Grupo 1, S. Typhi e salmonelas paratificas, que causam bacteremia e
acometimento do sistema reticulo endotelial, atingindo o homem e os
primatas.

Grupo 2, causam doencgas em alguns animais, S. Dublin em bovinos, S.
Choleraesuis em suinos, € mais raramente acometem ao homem,

determinando manifesta¢des extra-intestinais.

Grupo 3, de diferentes caracteristicas, em geral causam gastroenterites auto-
limitadas podendo ser mais graves em criancas, 1idosos e pessoas com
deficiéncia imunoldgica, estando incluidos nesse grupo a S.Enteritidis e S.

Typhimurium, entre outros sorovares.
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1.5 Aspectos biologicos e ecologicos das salmonelas

Sao bactérias mesofilas, com crescimento 6timo entre as temperaturas de
35°C a37° C, sendo a minima de 5°C e a maxima de 47° C, ainda temperaturas
compativeis com a multiplicacdo de salmonelas. Siao destruidas por
aquecimento a 60° C por 15 a 20 minutos (Hayes, 1993) e sobrevivem em pH
de 4,0 a 9,6 (Solari, 1996).

Concentracdes de NaCl superiores a 9%, ndo sdo toleradas pelas
salmonelas.

As salmonelas mantém-se vidveis por meses em fezes € no meio
ambiente ( Gillespie & Timoney, 1981). J4 a S. Gallinarum tem resisténcia
menor em relacdo aos outros integrantes do género , persistindo por 20 dias
em aguas e locais sombreados, sendo destruida apds 24 horas sob exposi¢dao

ao sol (Pomeroy, 1984).

1.6 Epidemiologia das salmoneloses

O habitat natural das salmonelas se constitui no trato intestinal dos
animais de sangue quente e frio (Le Minor, 1994), apresentando, portanto,
distribuicdo cosmopolita. As salmonelas sdo capazes de infectar, além do
homem, uma vasta gama de animais, que representam, na cadeia
epidemioldgica, os papéis de reservatorio, doente e portador.

O homem e os animais sao infectados pela ingestao de alimentos ( carnes
de aves, de suinos, de bovinos, ovos, frutas, verduras, etc) ou &guas

contaminadas ( Tietjen & Fung, 1995).
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Quanto ao ciclo de transmissao das salmonelas, este envolve
praticamente todos os vertebrados, e a contaminacdo € decorrente da
manipulagdo e ingestao de produtos, de tal modo, que € considerada a zoonose
mais difundida do mundo.

Desde o século passado se conhece a patogenicidade da salmonela para o
homem; entretanto, segundo Gelli (1995), foi somente depois da I Guerra
Mundial que se passou a conhecer melhor a transmissao desta bactéria através
dos alimentos, principalmente os de origem animal. Foster (1969), em uma
revisdo sobre o tema, relatou a ocorréncia de surtos de toxinfeccdo alimentar,
no Reino Unido, durante a II Guerra Mundial, como conseqiiéncia de
consumo, pela populacdo, de ovos desidratados provenientes dos Estados
Unidos.

Lee apud Williams (1975) afirma que 70% dos casos de salmonelose,
ocorridos na Gra-Bretanha, durante o periodo de 1966- 1970, estava associado
a ingestdo de carnes, principalmente, de suinos e a produtos avicolas
contaminados.

A partir de 1970, se observa um aumento constante das notificacdes das
salmoneloses humanas ndo tifoidicas. Muitos focos sdo de contaminacdo por
alimentos de origem animal que aumentaram em relacdo as contaminagdes
hospitalares, caracterizando-se como um problema de saude, marcando o
periodo da disseminacao da salmonela em humanos (Tietjen & Fung 1995).

O atual quadro epidemiolégico da salmonelose revela que um grande
nimero de seres humanos torna-se doente apds consumir alimentos
produzidos a partir de animais aparentemente sadios colonizados com
salmonelas.

Infec¢des por Salmonella spp ndo determinam, em geral, uma alta taxa

de mortalidade no homem, geralmente causam um quadro de infec¢do gastro-
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intestinal com evolucdo em média, de 1 a 7 % de casos extra-intestinais, se
ultrapassarem os linfonodos mesentéricos ( Baumler 1998).

No México, onde os problemas de toxinfec¢do alimentar sdo freqiientes,
ocorreram 34 surtos de gastroenterite no periodo de 1982 a 1993, com o
isolamento de 13 diferentes sorovares (Gutiérrez — Cogco 1994). Neste
mesmo periodo o autor, ainda revela que 3,9 % dos isolamentos de salmonela
realizados no pais tiveram origem em insumos utilizados na alimentag¢do dos
animais.

Nos ultimos anos os produtos de origem suina ganharam aten¢do como
fontes potenciais de salmonelose em humanos, principalmente depois que
surtos de toxinfec¢des alimentar tiveram sua origem associada ao consumo
destes produtos na Dinamarca (Fedorka-Cray 1996).

Um estudo no Rio Grande do Sul, a prevaléncia de suinos portadores
assintomaticos de salmonela em linfonodos mesentéricos e conteudo
intestinal, no momento do abate foi de 55,6% ( Bessa et al, 2004), que podem
ser responsdveis pela contaminagdo cruzada de carcacas durante o
processamento.

Durante as etapas de processamento, falhas podem levar a disseminagdo
das salmonelas através de animais portadores, contaminando carcacas e
subprodutos (Crume et al., 2002). Também nao € raro encontrar profissionais
infectados na linha de produgdo destes alimentos, porém, € tarefa ardua
identificar o percurso da disseminacdo, uma vez que o ambiente torna-se
rapidamente contaminado pelos microrganismos contidos nas fezes dos
animais ( van den Bogaard& Stobberingh,1999).

Na Dinamarca, o programa nacional de controle de salmonelose em
suinos, revelou no ano de 2002 a ocorréncia de 1,4% em carcagas

contaminadas com salmonela nos animais abatidos em matadouros.
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Ap6s a implantacio do programa dinamarqués de controle de
salmonelose, outros importantes paises produtores de suinos iniciaram estudos
de prevaléncia de Salmonella e tomaram medidas para seu controle nos
rebanhos, como forma de garantir a qualidade dos produtos oferecidos no
mercado interno ou externo (Davies & Funk 1999).

Embora a Salmonella spp. possa sobreviver por longos periodos no
ambiente, € amplamente aceito que os animais portadores sao a maior fonte de
infecc@o para animais e humanos (Wray & Sojka, 1977). O estresse pode ser
um importante fator na reativagdo de suinos portadores assintomaticos que nao
estdo excretando Salmonella (Williams & Newell, 1970).

Estudos tém demonstrado o aumento da taxa de excre¢do de Salmonella
spp. apos o estresse de transporte da granja produtora até o abatedouro.

Williams & Newell, 1970, observaram apds comparacdo através da
investigacdo de suinos portadores de salmonela nas granjas € 0S mesmos
animais apds o transporte € a sua permanéncia em pocilga de espera, um
aumento significativo de 3,4% para 71,8% de animais contaminados e maior
freqii€ncia de diversidade de sorovares.

Hurd et al ( 2002), investigou através de um estudo comparativo, suinos
da mesma granja submetidos a necropsia , a fim de detectar a preval€ncia
salmonela entre os animais abatidos na prdpria granja € no matadouro. As
necropsias realizadas na granja revelaram a presencga de salmonela em 5,3 %,
(15/281), enquanto que no matadouro 39,9% (114/286) dos animais foram
positivos.

A via de transmissao da salmonela € fecal oral através da contaminagao
da racdo, dgua contaminada com fezes, ingestdo direta de fezes e ainda pela

alimentacdo feita no chio pela auséncia de comedouros adequados.
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Loynachan & Harris (2005), conduziram seus estudos para avaliar a dose
infectante de contaminacdo de suinos no ambiente por salmonela via
intranasal, revelando que a dose infectante é superior a 10° salmonela por
grama de fezes, e estd intrinsecamente relacionada com vérios fatores como:
nimero de suinos portadores de salmonela, tamanho das baias, idade do
animal, status imunoldgico, linhagem, estresse € no transporte do animal,

revelando assim uma importante e facilitada via de contaminac3o.

28



2. OBJETIVOS

I-Detectar a presenca de salmonelas em suinos recém abatidos em
abatedouro no Estado do Rio de Janeiro, através da andlise bacteriol6gica dos
linfonodos mesentéricos, swabs de tonsilas palatinas e de swabs retais;

2-Caracterizar antigenicamente as cepas de salmonelas isoladas;

3- Estudar o perfil de susceptibilidade frente aos antimicrobianos das

salmonelas isoladas;

4- Oferecer subsidios a vigilancia epidemioldgica das salmonelas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostragem e colheita

Pesquisou-se a presenca de Salmonella spp. em 100 suinos (150 dias
de idade) clinicamente sadios provenientes de criadores localizados em Magé
( 50 animais) e Cachoeiras de Macacu ( 50 animais) em um abatedouro no
Estado do Rio de Janeiro, no periodo de setembro a novembro de 2005
(tabelal).

De cada animal abatido, foram colhidas amostras de tonsilas palatinas e
de fezes com auxilio de swabs mantidos em meio de transporte ( Culture swab
Transport System Cary-Blair Medium (Difco) além de linfonodos
mesentéricos, os quais foram transportados em frascos estéreis, mantidos sob
refrigeracdo de 4 a 8 °C, em caixa isotérmica, e processadas no laboratério em
prazo inferior a 4 h apds a coleta.

Dos 100 animais, foram obtidos 100 swabs retais , 100 linfonodos

mesentéricos € 60 swabs de tonsilas palatinas (tabela 1).
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3.2 Preparo das amostras e cultivo bacteriano

Os linfonodos foram triturados em gral e pistilo. Aliquotas de um grama
do linfonodo macerado e os swabs (retais e tonsilas), simultaneamente foram
pré-enriquecidos em 4gua peptonada a 1 % (pH 7,2), por 18 / 24 h de
incubacgdo a 37°C. Apés o crescimento obtido de cada pré-enriquecimento foi
realizado o enriquecimento seletivo na proporcdo de 1:10 em Caldo
Tetrationato de Kauffmann (2mL/20mL) e 1:100 em Caldo Rappaport
Vassilliadis (0,2mL / 20 mL) e incubados a 37°C por 18-24h. Em seguida as
amostras foram semeadas em meios seletivos e indicadores: Agar Eosina-Azul
de Metileno (baixa impediéncia) e Agar Entérico Hektoen (média

impediéncia), incubadas a 37°C por 18/24 h.

3.3 Caracterizaciao bioquimica das salmonelas

Das culturas obtidas com o plaqueamento, 3 a 5 colonias com
caracteristicas sugestivas de salmonela foram submetidas a identificacdo
bioquimica, seguindo as recomendacdes da Sociedade Americana de
Microbiologia (ASM). Nesta etapa, foram utilizadas as provas de fermentagao
de carboidratos: glicose (producado de 4cido e gas), lactose, sacarose, manitol,
dulcitol, descarboxilacdo da lisina e ornitina; pesquisa da producdo de indol e
sulfeto de hidrogénio; motilidade; fenilalanina- desaminase , utilizacdo do

citrato, uréia, malonato (tabela 10).
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3.4 Caracterizaciao antigénica das salmonelas

Todas as cepas com perfil bioquimico compativel com o género
Salmonella spp., foram inoculadas em tubos com Agar nutriente inclinado, e
incubadas por 18 a 24 horas a temperatura de 37°C. Adicionou-se ao cultivo
cerca de 2,0 mL de solugdo salina a 0,85% de NaCl. Com pipeta Pasteur
colocou-se em uma placa de Kline duas gotas da suspensdo bacteriana,
adicionando — se, separadamente, uma gota de salina a 2% ( para verificar se a
cepa apresentava-se na fase lisa (S) e uma gota do anti-soro polivalente OH,
produzido pelo Instituto Oswaldo Cruz/ FIOCRUZ.

Cepas em fase lisa e aglutinantes com o anti-soro polivalente foram entdao
submetidas a caracterizacdo antigénica, ainda através da técnica de
aglutinagdo rapida, com anti-soros poli € monovalentes, somaticos e flagelares
( marca Sanofi Pasteur), seguindo o esquema soroldgico de acordo com os

critérios de Popoff & Le Minor, 2001.
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3.5 Estudo da susceptibilidade aos antimicrobianos

O teste de susceptibilidade aos antimicrobianos e quimioterdpicos das
cepas foi realizado de acordo com o método de KIRBY - BAUER Bauer et
al., 1966), seguindo as recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2005), com a utilizacdo de discos (marca Cecon) impregnados
com os seguintes antimicrobianos: ampicilina (10ug), amicacina (30ug),
ampicilina Sulbactam (10ug), cefalotina (30ug), cefoxitina (30ug), cefepime
(30ug), ceftriaxona (30ug), ceftazidima (30ug), ciprofloxacina (Sug),
cloranfenicol (30ug), gentamicina (10ug), nitrofurantoina (300ug),
sulfametoxazol-trimetoprim (25ug) e tetraciclina (30ug).

As cepas que expressaram a caracteristica de multirresisténcia foram
avaliadas quanto a producdo de beta lactamase de espectro estendido (ESBL),
avaliada através do teste fenotipico de dupla difusdo ( Jarlier et al., 1988),
utilizando - se ceftazidima, cefotaxima, aztreonam e cefepime como
substratos, e clavulanato como agente inibidor.

Como controle de qualidade do antibiograma foi utilizada a cepa de

referéncia Escherichia coli ATCC 25922.
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4. RESULTADOS

Foram coletadas 260 amostras (100 swabs retais, 100 linfonodos
mesentéricos e 60 swabs de tonsilas palatinas) de 100 suinos oriundos da
mesma regido fisiografica (quadro 1) , em diferentes municipios ( Cachoeiras
de Macacu e Magé), durante o processo de abate, num abatedouro sito em
Jacarepagua /RIJ. (tabelal).

Foram detectados bacteriologicamente salmonelas em 76/260 (29,2%)
das amostras analisadas, destacando-se a maior freqiiéncia de isolamento no
swab retal (49/100 - 49%), seguido de swab de tonsilas palatinas (13/60 —
21%) e de linfonodos mesentéricos ( 14/100 — 14%). (tabela 2).

Considerando-se o universo de 61% dos animais positivos, verifica-se
que a maior eficiéncia laboratorial constatada no isolamento de salmonela foi
a partir de swabs retais (49 / 61 -80%), com resultados relativamente similares
de amostras oriundas de tonsilas palatinas e linfonodos mesentéricos. (tabela
3).

Na tabela 4, observa-se a distribuicdo dos sorovares de Salmonella spp.
caracterizadas nas diferentes amostras coletadas, destacando-se que apenas 1
animal (n° 4) foi positivo nas 3 amostras coletadas e 13 animais (n”
11,21,39,49,52,53,71,76,82,83,94,96 e 100) foram positivos em 2 das 3
amostras estudadas.

Quatro sorovares de Salmonella (Enteritidis, Typhimurium, Newport e
Infantis) e trés amostras imodveis pertencentes ao sorogrupo O:35 foram
detectados, destacando-se o sorovar Enteritidis como o mais freqiiente 50/ 76
(65,5%), seguido de Typhimurium 19/76 (25%) , Newport 3/76 (4%), O:35:-
3/76 (4%) e Infantis 1/76 (1,3%) (tabela 5).

34



Numa tdnica situa¢do (animal n® 94) encontrou-se dois sorovares distintos
em diferentes amostras em um mesmo animal. (tabela 4).

Avaliando a eficiéncia de isolamento de Salmonella spp. nos diferentes
meios de enriquecimento utilizados na pesquisa, verificamos que a
combinacao entre Rappaport Vassiliadis e Hektoen apds pré-enriquecimento
com agua peptonada tamponada , obteve desempenho maior (71%) em relagdo
ao Tetrationato de Kauffmann e Hektoen (50%), o mesmo ocorrendo em
relacdo ao meio seletivo indicador eosinato azul de metileno, obtendo-se 67%
e 45% respectivamente (tabela 6).

Quanto ao comportamento das cepas frente aos antimicrobianos
observou-se prevaléncia de resisténcia de 55% para tetraciclina, 48,7% para
ampicilina, 38% para cloranfenicol, 25% para nitrofurantoina e 22,3% para
trimetoprim-sulfametoxazol, salientando-se a presenca de Salmonella Infantis
multirresistente produtora de beta lactamase de espectro estendido — ESBL
(tabela 7).

No tocante as diferentes origens estudadas observou-se que existe uma
maior resisténcia aos antimicrobianos nos microrganismos isolados dos suinos
de Cachoeiras de Macacu (tabela 8 ) em relacdo aos animais de Magé ( tabela
9), particularmente a tetraciclina, ampicilina, cloranfenicol e associagdo

sulfametoxazol-trimetoprim.
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Quadro 1. Regides fisiograficas do Estado do Rio de Janeiro
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TABELA 1- Distribuicao das amostras coletadas nos suinos, segundo a origem
fisiografica.

Granjas Suinos Swabs de Swabs Linfonodos Total de
estudados tonsilas retais mesentéricos | amostras
palatinas *
Cachoeiras 50 30 50 50 130
de Macacu
Magé 50 30 50 50 130
Total 100 60 100 100 260

* Foram colhidos swabs de apenas 30 tonsilas palatinas de cada origem em funcdo de
dificuldades técnicas encontradas decorrentes da velocidade do abate dos animais na linha
de producao do abatedouro.
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TABELA 2. Isolamento de Salmonella spp. nas amostras analisadas de
diferentes origens.

Origem do Swab retal Swab de tonsila Linfonodo Percentual de
animal Presenca/ total palatina mesentérico positividade
Presenca/ total Presenca/ total
Cachoeiras 21750 (42%) 5730 (16,6%) 3/50 (6%) 297130 (22,3%)
de Macact
Magé 28 /50 (56%) 8/30(26,6%) 11/ 50 (22%) 47/ 130 (31,6%)
Total 49/100 (49%) 13/60 21%) | 14/100 (14%) 76 /260 (29,2%)
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TABELA 3. Presenca de Salmonella spp. nos suinos das granjas estudadas e
eficiéncia do isolamento dos microrganismos nas diferentes amostras

coletadas.
Origem do Suinos Swabs de tonsilas Swabs retais Linfonodos
animal mesentéricos
Positivos/animais | Positivos/portadores | Positivos/portadores | Positivos/portadores
(%) (%)* (%) (%)
Cachoeiras | 23/50 (46%) 5/16 (31%) 21/23 (91%) 3/23 (13%)
de Macaci
38750 (76%) 81725 (32%) 28 /38 (70%) 11/38 (29%)
Magé
Total 61/100 (61%) 13/40 (32%) 49/ 61 (80%) 14/ 61 (23%)

*Foram colhidas apenas 60 swabs de tonsilas palatinas (30 de cada origem), que caracterizam
13 swabs positivos em 40 animais portadores de salmonela.

39




Tabela 4.Distribuicdo dos sorovares de Salmonella spp. caracterizados nas diferentes

amostras coletadas.

Suino n.

Swab retal

Linfonodo
mesentérico

Swabs de
Tonsila

GRANJA CACHOEIRAS DE MACACU
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39 Enteritidis Enteritidis NR
40 NEG NEG NR
41 NEG NEG NR
42 NEG NEG NR
43 NEG NEG NR
44 NEG NEG NR
45 Enteritidis NEG NR
46 NEG NEG NEG
47 NEG NEG NEG
48 NEG NEG NEG
49 Typhimurium NEG Typhimurium
50 NEG NEG NR
GRANJA MAGE
51 Typhimurium NEG NEG
52 Enteritidis Enteritidis NEG
53 Enteritidis NEG Enteritidis
54 NEG NEG NEG
55 Enteritidis NEG NEG
56 NEG NEG NR
57 Enteritidis NEG NEG
58 Enteritidis NEG NEG
59 NEG NEG Enteritidis
60 Enteritidis NEG NEG
61 Typhimurium NEG NEG
62 Enteritidis NEG NR
63 NEG NEG NR
64 NEG NEG NR
65 NEG NEG NR
66 NEG NEG NR
67 Enteritidis NEG NR
68 Enteritidis NEG NR
69 NEG NEG NR
70 NEG NEG NR
71 Enteritidis Enteritidis NR
72 Enteritidis NEG NR
73 Enteritidis NEG NR
74 NEG NEG NEG
75 NEG NEG NEG
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76 Enteritidis NEG Enteritidis
77 Enteritidis NEG NEG

78 Typhimurium NEG NEG

79 Typhimurium NEG NEG

80 Enteritidis NEG NEG

81 Typhimurium NEG NR

82 Enteritidis NEG Enteritidis
83 Enteritidis NEG Enteritidis
84 Newport NEG NR

85 Enteritidis NEG NR

86 NEG Enteritidis NR

87 NEG Enteritidis NR

88 NEG Enteritidis NR

89 NEG Typhimurium NR

90 NEG Typhimurium NEG

91 NEG NEG NEG

92 NEG Typhimurium NEG

93 NEG Typhimurium NEG

94 Enteritidis Typhimurium NEG

95 NEG NEG NEG

96 Typhimurium Typhimurium NEG

97 Enteritidis NEG NEG

98 NEG NEG Enteritidis
99 NEG NEG S.I. (35: -:-)
100 S.I. (35: -:-) NEG S.I. (35:-:-)

NEG: negativo; NR: ndo realizado
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Tabela 5 — Freqiiéncia dos sorovares isolados dos animais abatidos em relacio a sua

origem fisiografica.

Sorovar Cachoeiras de Magé Total
Macacu
Sorovar/isolados Sorovar/isolados Sorovar/isolados

Enteritidis 19 /29 (65,5%) 31/47 (66%) 50/76 (66%)
Typhimurium 717129 (24 %) 12 /47 (25,5%) 19/76 (25%)
Newport 2/29 (7%) 1/47 2%) 3/76 (4%)
Infantis 1/29 (3,4%) 0/47 (0%) 1/76 (1,3%)
I(35:-:-) 0/29 (0%) 3747 (6,3%) 3/76 (4%)
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Tabela 6. - Eficiéncia das diferentes combinagdes de meios de cultura de pré —
enriquecimento, de enriquecimento e de indicadores seletivos no isolamento de Salmonella
Spp. nos suinos.

Combinacdo de meios de cultura
N’ (%)
Amostra | Salmonelas Agua peptonada tamponada
1soladas Rap.+ Hek.  Rap.+ EMB  Tet. Kauf + Hek.  Tet. Kauf + EMB
Swab retal 49 32 (66%) 29 (60%) 20 (41%) 22 (45%)
Tonsila 13 9 (69%) 10 (77%) 6 (46%) 4 (31%)
Linfonodo 14 13 (93%) 12 (86%) 12 (85%) 8 (57%)
Total 76 54 (71%) 51 (67%) 38 (50%) 34 (45%)

Quando um sorovar era identificado mais de uma vez em metodologias diferentes, o mesmo era
computado apenas uma vez.

Rap. — Hek. — Rappaport de Vassiliadis + Hektoen

Rap. — EMB - Rappaport de Vassiliadis + Eosinato Azul de Metileno

Tet. Kauf - Hek. — Tetrationato de Kauffmann + Hektoen

Tet. Kauf — EMB- Tetrationato de Kauffmann + Eosinato Azul de Metileno
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Tabela 7. Perfil de resisténcia aos antimicrobianos dos sorovares isolados.

Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella S.I(0:35:-:-) Total de
Antimicrobianos Enteritidis Typhimurium Newport Infantis resisténcia

resistentes / resistentes / resistentes / resistentes/ resistentes / resistentes /

isolados % isolados % isolados % | isolados % isolados % isolados %
Amicacina 0/50 0 0/19 0 0/3 0 0/1 0 0/3 0 0/76 0
Ampicilina 18/50 | 36 | 16/19 | 84 | 2/3 | 66,6 | 1/1 | 100 | 0/3 0 |37/76 | 48,7
Amp-sulbactam 0/50 0 1/19 5 0/3 0 1/1 | 100 | 0/3 0 2/76 2,6
Cefepime 0/50 0 0/19 0 0/3 0 1/1 | 100 | 0/3 0 1/76 1,3
Ceftriaxona 0/50 0 0/19 0 0/3 0 1/1 | 100 | 0/3 0 1/76 1,3
Ceftazidima 0/50 0 0/19 0 0/3 0 1/1 | 100 | 0/3 0 1/76 1,3
Ciprofloxacina 0/50 0 0/19 0 0/3 0 0/1 0 0/3 0 0/76 0
Cefalotina 2/50 4 1/19 5 0/3 0 1/1 | 100 | 0/3 0 4/76 53
Cefoxitina 0/50 0 2/19 10 | 0/3 0 1/1 | 100 | 0/3 0 3/76 53
Gentamicina 0/50 0 0/19 0 0/3 0 1/1 | 100 | 0/3 0 1/76 1,3
Nitrofurantoina 10/50 | 20 | 8/19 42 1/3 | 33,3 | 0/1 0 0/3 0 [19/76 | 25
Cloranfenicol 12/50 | 24 | 15/19 | 79 1/3 | 33,3 | 1/1 | 100 | 0/3 0 |[29/76 | 38
Tetraciclina 20/50 | 40 | 19/19 | 100 | 2/3 | 66,6 | 1/1 | 100 | 0/3 0 |42/76 | 55
TMP-SMX 11/50 | 23 | 6/19 31 0/3 0 0/1 0 0/3 0 |17/76 | 22,3

Amp sulbactam, ampicilina sulbactam; TMP-SXM,trimetoprim-sultametoxazol

45




Tabela 8 . Perfil de resisténcia aos antimicrobianos dos sorovares isolados em Cachoeiras
de Macacu.

Salmonella Salmonella | Salmonella Salmonella | TOTAL

Antimicrobianos | Enteritidis Infantis Typhimurium | Newport
resistentes / resistentes / Fesistentes / resistentes / resistentes /
isolados % isolados % isolados % isolados % isolados %
Amicacina 019 0 01 0 0/7 0 o o020 |
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Tabela 9. Perfil de resisténcia aos antimicrobianos dos sorovares isolados em Maggé.

Salmonella | Salmonella Salmonella | S.1(0:35:--) | TOTAL
Antimicrobianos | Enteritidis | Typhimurium | Newport

resistentes / resistentes / resistentes / resistentes / resistentes /

isolados % isolados % isolados % isolados % epieelss %
Amicacina 0/31 0 0/12 0 0/1 0 0/3 0 0/47 0
Ampicilina 6/31 21 12/12 100 1/1 100 0/3 0 19/47 | 40,4
Amp-sulbactam 0/31 0 1/12 12 0/1 0 0/3 0 1/47 2
Cefepime 0/31 0 0/12 0 0/1 0 0/3 0 0/47 0
Ceftriaxona 0/31 0 0/12 0 0/1 0 0/3 0 0/47 0
Ceftazidima 0/31 0 0/12 0 0/1 0 0/3 0 0/47 0
Ciprofloxacina 0/31 0 0/12 0 0/1 0 0/3 0 0/47 0
Cefalotina 1/31 3,4 1/12 12 0/1 0 0/3 0 2/4°7 4
Cefoxitina 0/31 0 2/12 25 0/1 0 0/3 0 2/47 4
Gentamicina 0/31 0 0/12 0 0/1 0 0/3 0 0/47 0
Nitrofurantoina 6/31 | 21 6/12 50 0/1 0 0/3 0 |12/47| 25
Cloranfenicol 0/31 0 12/12 100 1/1 100 0/3 0 13/47 | 27
Tetraciclina 8/31 | 27 | 12/12 | 100 1/1 100 | 0/3 0 (21/47| 44
TMP-SMX 1/31 | 34 | 4/12 37 0/1 0 0/3 0 5/47 | 11

Amp sulbactam, ampicilina sulbactam; TMP-SXM, trimetoprim-sulfametoxazol
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Tabela 10. Provas bioquimicas complementares para caracterizagdo de Salmonella enterica

subespécie enterica (I).

PROVAS BIOQUIMICAS

Salmonella enterica subsp.
enterica

Indol

VM

+

VP

Citrato de Simmons

H>S no TSI

+ [+

Uréase

Fenilalanina desaminase

Lisina descarboxilase

Arginina dehidrolase

Ornitina descarboxilase

Motilidade

+ |+ [O]+

Malonato

D-Glicose producdo acido

D-Glicose producao gas

+ [+

Lactose

Sacarose

D-manitol

Dulcitol

Maltose

+ [+ [+

Salmonella enterica
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5. Discussao

De forma geral, constata-se uma grande variagdo nas prevaléncias de
salmonelas em suinos relatadas na literatura, indo desde 3,5% até a 79%.

Os resultados da pesquisa revelaram que 61% dos animais abatidos no
matadouro, no Estado do Rio de Janeiro, estavam colonizados por salmonela.

Foram observados resultados proximos da freqiiéncia de salmonela em
pesquisas nacionais, destacando os trabalhos de Michel et al 2002, Bessa et al
2004, Castagna et al 2004, com 50,4 %, 55,6% e 79% respectivamente, de
suinos positivos.

No Canada ( Clark et al. 2001) , Holanda ( Duijkeren et al. 2005) , nos
Estados Unidos o estudo de Damman et al (1999) , revelou que 51%, 37% e
67,6% dos suinos eram portadores de salmonela respectivamente.

Este fato pode estar relacionado ndao s6 com possiveis diferencas nos
indices de portadores, devido ao tipo de exploragdo e fatores regionais, como
pela influencia do método de amostragem e tamanho da amostra realizada.

Supde-se que a prevaléncia de salmonela em suinos abatidos esteja
associada a multiplos fatores de riscos presentes na granja e principalmente no
transporte e na pocilga de espera para o abate, que poderiam aumentar a
intensidade da contaminacao do lote.

Apesar do nosso estudo nao pesquisar a ocorréncia de salmonelas nos
ambientes do abatedouro e das granjas, estes, segundo a literatura consultada
representam as principais fontes de contaminacao entre os animais.

Hurd et al (2002) verificaram que, sob condi¢Oes experimentais,
Salmonella spp, pode infectar suinos expostos a ambientes contaminados apds

duas horas de contato.
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Segundo Morrow et al (2002), o transporte e a espera do abate sdo
provavelmente fatores importantes para a ocorréncia de salmonela no
matadouro. Isto se deve a fatores como estresse dos suinos portadores que
ocorre durante o transporte, a superlotacdo e a espera antes do abate, que
possibilita a excrecdo de bactérias eventualmente presentes no conteudo
intestinal desses animais, tornando-se fonte de contaminacdo para outros
animais ( Williams & Newell 1970).

Morrow et al. (1999) descreveram os suinos portadores como fonte
priméria de infec¢do, por abrigarem salmonela no intestino e nos linfonodos, e
como ponto fundamental para o controle da contaminacao na linha de abate.

Loynachan e Harris (2005), verificaram a dose infectante para
contaminacio de sufnos. Os resultados deste trabalho revelaram que 10° UFC
por via intranasal € o suficiente para infectar os animais, determinando a via
mais importante na contamina¢cdo dos animais, € que a infeccdo ainda esta
relacionada com o status imunoldgico do animal, linhagem, nimero de suinos
portadores e o estresse no transporte dos suinos.

Mesmo um pequeno numero de bactérias vidveis pode oferecer risco para
a ocorréncia de infec¢do, uma vez que as condicdes de armazenagem,
distribuicdo e preparacdo dos alimentos podem favorecer a multiplicacdo do
agente, permitindo que a mesma, alcance a dose infectante para os humanos.

A manipulagio do alimento e os hadbitos alimentares, como a ingestao de
produtos de origem animal mal cozidos, aumentam as chances de
contaminacdo. A dose infectante depende do starus imunolégico do
hospedeiro, da viruléncia do agente e da composi¢cdo quimica do alimento
contaminado. Compondo a populagdo de maior risco, estdo os neonatos,
criancas, idosos e imunodeprimidos. Essa populacdo apresenta uma resposta

imunoldgica fraca em funcdo da imaturidade ou debilitacdo do sistema
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imunoldgico, somada, em algumas situacdes, a baixa producdo de &cido
cloridrico no estdbmago que favorece a colonizacdo intestinal. Da mesma
forma, alimentos com alto teor de gordura, podem determinar a diminuicdo da
dose infectante para humanos (D'AOUST, J., 1989). De forma geral, a dose
infectante mais comumente citada fica em torno de 10° células (Varnam, A. S,
1991).

Confrontando os resultados obtidos nas duas granjas, verificou-se um
maior nimero de isolamento de salmonelas nos animais da granja de Magé,
cuja freqiiéncia de positividade foi de 76% enquanto que na granja de
Cachoeiras de Macacu foi de 46%.

Tal observacado pode ser decorrente da padronizagdo das caracteristicas de
linhagens dos animais da granja de Cachoeiras de Macacu diferentemente dos
animais da granja de Magé. Outro fator que pode estar associado a diferenca

de positividade foi que os animais de Magé pernoitaram na pocilga de espera
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A presenca de salmonela nas tonsilas palatinas, provavelmente acontece
regularmente por reinfecc¢ao, via oral, a partir de fezes (Laval et al.,1991).

A presenca de salmonela nos linfonodos mesentéricos € importante
porque estas estruturas representam uma das maiores barreiras anatdmicas que
previnem a passagem deste microrganismo do intestino para outros sitios
anatomicos (OMS 1984) . Além disso, os linfonodos sdo algumas vezes,
considerados importantes fontes de contaminac@o por salmonela, pois podem
ser seccionados durante o corte das carcagas e, desta forma, contaminar
utensilios de corte e conseqiientemente a carne (OMS 1988).

Linfonodos mesentéricos e conteido intestinal positivos podem ser
responsaveis pela contaminag¢io cruzada de carcagas durante o processo, mas
nao sdo produtos que chegam até o consumidor. Tonsilas e linfonodos
submandibulares permanecem na carcaca apds o abate e, juntamente com
musculos da regido da cabeca, sdo empregados na fabricacdo de embutidos e
carne mecanicamente separada. Caso estejam contaminados, esses
ingredientes podem ser diretamente responsaveis pela presenca de salmonela
nesses produtos finais, podendo ser a origem dos casos de toxinfecgao
alimentar.

Sem duvida, a presenga de salmonela nos linfonodos como nas fezes dos
animais abatidos, constituem risco para contaminacao cruzada das carcagas na
linha de abate, sendo, por isto, o nimero de portadores de salmonela nos lotes
considerado o principal ponto de controle da contaminacdo do produto final
(Davies & Funk 1999).

Comparando os resultados de isolamento a partir de linfonodos
mesentéricos, observou-se que ndo ocorreu uma correspondéncia esperada
com os resultados de swabs retais, considerando os 61 animais positivos,

somente 11,5% (7/61) dos casos positivos no mesmo animal,
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concomitantemente 9,8% (6/61) foi encontrado o mesmo sorovar Enteritidis,
nas duas amostras, enquanto que 1,6% (1/61) os sorovares foram diferentes.

Verificou-se que nem sempre hd concordancia entre ambos 0s materiais,
diferentemente observado por Bessa et al (2004) que obtiveram uma
prevaléncia de concordancia mais significativa de 37% em ambos materiais.

Isto pode ser explicado devido ao fato que os suinos infectados na granja
podem tornar-se portadores em linfonodos e passarem a excretar de forma
intermitente o microrganismo. Por outro lado, o transporte dos animais com
outros nao infectados pode resultar na infec¢cdo destes ultimos, aumentando o
nimero de animais positivos nas fezes.

Comparando as metodologias utilizadas, em funcdo dos resultados
obtidos nos diferentes materiais processados, nenhum dos esquemas de
isolamento permitiu obter o nuimero exato do total dos casos positivos,
indicando a necessidade da combinac¢ao de dois ou mais esquemas de meios
enriquecimento para o isolamento de salmonela.

Quanto a eficiéncia dos diferentes métodos de enriquecimento
empregados no isolamento, evidenciou que a associagdo dgua petonada
tamponada x Rappaport Vassiliadis x Hektoen, foi mais sensivel para detec¢ao
das salmonelas (72%) em relac@o aos outros esquemas adotados.

Em relacdo aos meios seletivos e indicadores podemos observar em nosso
estudo que ocorreu maior positividade nos esquemas de identificacdo que
incluiram o Agar Hektoen , o mesmo observado por Machado & Bernardo
(1989), no qual verificaram que o Agar Hektoen foi superior em termos
percentuais no isolamento de salmonela em relacdo aos outros meios seletivos
indicadores.

Por outro lado Taunay (1968) e Hofer (1972), descreveram que nenhum

dos meios de isolamento seletivos de Salmonella spp. € totalmente efetivo,
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devendo-se levar em consideracdo o espécime a ser isolado e a presencga de
microrganismos competidores que podem estar presentes no enriquecimento
seletivo.

Examinando a freqii€ncia dos sorovares caracterizado, detectou-se a
maior prevaléncia de Salmonella Enteritidis 65%. A alta incidéncia desse
sorovar nos suinos indica sua emergéncia nos suinos, quando comparada aos
indices de 24%, 1,3%, 4,3%, observados anteriormente por Duijukeren et al
(2002), Bessa et al (2004) e Castagna et al (2004) , respectivamente.

A S. Enteritidis é o sorovar mais freqiliente tanto em frangos como em
outros alimentos, tornando evidente a importancia epidemioldgica destes
produtos incluindo os avicolas no contdgio direto e indireto da espécie
humana.

Surtos de enfermidades transmitidas por alimentos causados por S.
Enteritidis passaram a ser relatado nos Estados Unidos e em vérios paises da
Europa desde a década de 70. Este sorovar tornou-se predominante em surtos
de enfermidades transmitidas por alimentos nos ultimos anos no Estado de
Sao Paulo (Peresi et al.,1998). Segundo Vilela (2000), resultados do Instituto
Adolfo Lutz apontam S.Enteritidis como sorovar prevalente em fontes nao
humanas no periodo de 1991 a 1995.

Destaca-se ainda a presenca de Typhimurium (24%), Newport (4%), 1
(35:-:-) (4%) e Infantis (1,3%), que com exce¢do da I (35:-:-) , que pouco se
conhece das implicacoes deste grupo em saude publica, os demais sdo
destaques na emergéncia de prevaléncia em infec¢des animais € humanas além
de expressarem multirresisténcia a varios antimicrobianos.

Quanto a resisténcia nas amostras de salmonela isoladas, o critério na
escolha dos antimicrobianos teve como base, experimentar varios grupos de

antimicrobianos usados na terapéutica humana e animal, entre eles,
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aminoglicosideos, beta-lactamicos de primeira, terceira e quarta geragoes,
penicilina, cefamicina, nitrofurano, cloranfenicol, tetraciclina, sulfa e
quinolona.

O CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2005) recomenda
para isolados de salmonela em materiais clinicos em humanos o uso de
ampicilina, sulfametoxazol-trimetoprim e uma quinolona; nos casos de
infecgdes extraintestinais, acrescentar o cloranfenicol e uma cefalosporina de
terceira geracdo. Por outro lado, os aminoglicosideos bem como as

113

cefalosporinas de primeira e segunda geracdo podem se mostrar ativos “in
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Na Espanha, Crushaga et al. (2001) em seu estudo revelou salmonelas
multirresistentes a antimicrobianos, destacando-se, alguns fagotipos de
Typhimurium com resisténcia para ampicilina (93%) , cloranfenicol (83%),
sulfonamida (96%) e tetraciclina (89%) , 1solados em 127 animais. No mesmo
estudo isolou-se 13 S. Enteritidis com perfil de resisténcia a ampicilina (31%),
sulfonamida ( 61%) e tetraciclina (15%).

No que tange a S. Infantis, a OPAS divulgou em 2003 sobre a prevaléncia
de resisténcia a antimicrobianos em Salmonella spp. isoladas no ano de 2001
no Brasil, em que este sorovar ocupava a quarta colocacdo entre os dez
freqiientemente isolados de fonte humana, e o sexto lugar entre aqueles
isolados de fonte animal. Todavia, hda uma escassez de pesquisas
epidemioldgicas aplicadas a S. Infantis no Brasil.

A introdu¢do deste sorovar no ambiente hospitalar como causador de
infeccoes e seus perfis de multirresit€ncia aos antimicrobianos foram
observados por De Moraes et al (2000) e Pessoa-Silva et al (2002) e,
principalmente sua ocorréncia em distintas instituicdes da rede publica de
saude.

Episddios de disseminacdo animal-homem da infec¢do por salmonela,
tem mostrado que a emergéncia e prevaléncia de salmonelas multirresistentes
em produtos de origem animal representa um problema de saude publica,
sendo responsavel por falhas de tratamento e aumento de morbidade (Levy,
1987).

O uso indiscriminado de antibidtico na alimentacdo animal em doses
subterapeuticas na década de 50, resultou em um aumento de populagdo
bacteriana resistentes (Loddi et al.,2001). O controle genético de linhagens
mais resistentes a infecc@o e de crescimento rapido, aliado ao uso de agentes

antimicrobianos na veterinaria, facilitou a produ¢do animal em larga escala
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com um custo mais acessivel a populacdo. No entanto, contribuiu para a
emergéncia de resisténcia a drogas em Salmonella spp.. Embora seja de uso
corrente no campo veterinario, suplementar a racdo com antimicrobianos (
Cavalcanti et al., 1996) e, considerando que este aspecto ndo foi determinado
em nosso objeto de estudo, a presenca significativa de salmonelas resistentes
a tetraciclina e ao sulfametoxazol-trimetoprim, evidencia a possivel influencia
exercida por esses dois antimicrobianos na exploracdo pecudria, para selecao
de cepas resistentes no ambiente animal.

Entre 1979 e 1994, a freqiiéncia de salmonelas multirresistentes aos
antimicrobianos aumentou de 17% para 31% nos EUA (Cohen, 2000).

A presenca de cepas resistentes e o risco de que estas se propaguem ao
homem através da cadeia alimentar, determinam a necessidade urgente de
controlar o uso de antimicrobianos na industria pecudria e acompanhar de
forma sistematica, por ensaios laboratoriais, 0 comportamento das salmonelas
diante dos diversos agentes antimicrobianos empregados na medicina humana
e veterindria.

Como visto anteriormente, o sistema intensivo de criagdo de suinos pode
possibilitar o aumento da incidéncia de animais portadores de Salmonella spp.,
através do contato animal-animal e animal-ambiente. Além disso, a salmonela
estd amplamente distribuida no ambiente, tem como hébitat primario o trato
gastrintestinal de animais, apresenta baixa dose infectante, possui inimeros
sorovares patogé€nicos aos humanos e apresenta resisténcia multipla aos
antibioticos (Wray et al 1997).

Neste contexto, destacamos a alta ocorréncia de suinos portadores de
Salmonella spp.

Enfatizamos a necessidade de se conhecer melhor a epidemiologia das

salmoneloses em animais assintomaticos, importante para um melhor
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entendimento do ciclo de contaminagdo de Salmonella spp. nos suinos,
permitindo a adocdo de medidas de controle , sua erradicacio e em
conseqiiéncia menor risco a saude publica , gerando também maior
produtividade agricola.

As condic¢des para conseguir implementar esses programas dependem de
algumas atitudes como: atencdo a todos os estdgios da cadeia produtiva; uso
de dados gerados pela pesquisa que possam ser aplicados como ferramentas
para alcancar um controle de Salmonella sp. no produto final, os quais devem
ser eficientes e de custo razoavel. Exemplos dessas tecnologias incluem
métodos de diagndstico ripido, vacinas, probidticos, produtos de exclusdo
competitiva, estratégias de limpeza e desinfec¢do, correcdo dos fatores de

risco, producdo em lotes e métodos avancados de monitoramento.
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CONCLUSOES

o Detectou-se uma alta prevaléncia de suinos portadores de
Salmonella spp. (61%), caracterizando-se importante reservatorio,
com potencial risco as saides humana e animal.

o A pesquisa em 260 materiais clinicos revelou a presenca de 76
(29,2%) cepas de salmonelas oriundas de swabs retais, swabs de
tonsilas e linfonodos mesentéricos.

o Entre as amostras coletadas o swab retal propiciou maior taxa de
1solamento de salmonelas (80%).

o Quanto a eficiéncia da recuperacdo de Salmonella spp. dos
diferentes esquemas, observou-se um maior isolamento na
combinacdo Rappaport Vassiliadis e =~ Agar Hektoen, mas
nenhum dos esquemas de isolamento permitiu isolar todos os
casos positivos.

o O elevado percentual de Salmonella Enteritidis confirma sua
posicao de destaque na circulagdo de salmonelas em animais
utilizados na producao alimentar.

o A resisténcia aos antimicrobianos apresentou niveis elevados,
com destaque para resisténcia a tetraciclina, ampicilina e
cloranfenicol.

o Detectou-se Salmonella Infantis multirresistente produtora de

beta lactamase de espectro ampliado.
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A presenca de cepas resistentes € o risco de que estas se
propaguem ao homem através da cadeia alimentar, determinam a
necessidade urgente de se controlar o uso de antimicrobianos na
industria pecudria.

Enfatizamos a necessidade de se conhecer melhor a
epidemiologia das salmoneloses em animais assintomaticos
visando a ado¢do de medidas de controle , sua erradicacdo e em

conseqiiéncia menor risco a saude publica .
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