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INFECCAO EXPERIMENTAL POR Salmonella enterica SUBSPECIE enterica
SOROTIPO PANAMA E TENTATIVA DE TRANSMISSAO NASO-NASAL EM
LEITOES DESMAMADOS

RESUMO - A transmissdo pela via fecal-oral é considerada o mais
importante meio de disseminacdo de Salmonella sp. entre os suinos. Foi
comprovada que a transmissao de Salmonella sp. através do contato naso-nasal
entre suinos pode ser viavel. Porém, alguns experimentos ndao conseguiram
demonstrar tal transmissdo em determinados sorotipos de Salmonella enterica.
Este ensaio teve como objetivo produzir infeccdo experimental de Salmonella
enterica subsp. enterica sorotipo Panama e verificar a importancia da via naso-
nasal na transmissao entre leitbes desmamados. Seis leitbes recém-desmamados
foram adquiridos de granja previamente selecionada, livre de Salmonella sp.
Analises bacterioldégicas confirmaram que todos os animais estavam livres de
contaminacdo por Salmonella sp. Utilizaram-se baias isoladoras que
proporcionavam o contato naso-nasal e eliminavam a possibilidade de outras vias
de transmissdo e de contaminagdo externa. Trés grupos foram formados:
controle, sentinela e infectados. Os leitdes do grupo controle e do grupo sentinela
receberam, individualmente, por via oral, solu¢do estéril, enquanto que leitdes do
grupo infectado receberam inéculo contendo 2,16 X 10" UFC de Salmonella
Panama. Foram alojados nos isoladores respectivos e retirados depois de 14 dias,
periodo no qual amostras de fezes eram colhidas e avaliadas diariamente. Os
animais foram necropsiados e amostras de tecidos colhidas. Realizaram-se testes
bacteriolégicos, ELISA e sorotipificacdao. Houve infeccao sistémica por Salmonella
Panama nos animais do grupo infectado, porém os resultados revelaram nao
haver a transmissdo pela via naso-nasal entre leitbes desmamados, pois em

nenhum momento o agente foi isolado dos animais sentinelas.

Palavras-chave: infec¢do experimental, Salmonella Panama, suinos, transmissao

naso-nasal.
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EXPERIMENTAL INFECTION FOR Salmonella enterica SUBSPECIE enterica
SEROVAR PANAMA AND TENTATIVE OF NOSE-TO-NOSE TRANSMISSION IN
WEANED PIGS

ABSTRACT - The faecal-oral transmission is considering the most
important route for transmission of Salmonella sp. between pigs. It has been
proven that the Salmonella sp. transmission through the nose-to-nose contact
among pigs can be viable. However, current data could not demonstrate such
transmission in certain serovars of Salmonella enterica. This study aimed to
produce experimental infection of Salmonella enterica serovars Panama and
verifies the importance of the nose-to-nose contact in the transmission among
weaned pigs. Six recently-weaned pigs were acquired from farm previously
selected; free from Salmonella sp. Bacteriological analysis ruled out previous
Salmonella sp contamination in all selected subjects. Isolations cabinets were used
that provided the nose-to-nose contact and to eliminated the presence of other
transmission routes and of outside contamination. Three groups were formed:
control, sentinel and infected. The pigs of the control group and of the sentinel
group, received, individually, orally sterile solution, while pigs of the infected group
received solution containing 2,16 X 10" CFU of Salmonella Panama. They were
housed in the respective isolations cabinets and removed from it after 14 days,
period in which samples of faeces were collected and submitted to daily analysis.
The animals were necropsied and samples of tissues were collected. They were
tested by bacteriological analysis, ELISA and serovars typification. There was
systemic infection for Salmonella Panama in the animals of the infected group;
however there was non transmission by nose-to-nose contact among weaned pigs,

justifying the non isolation of the agent in the sentinel group at any moment.

Keywords: experimental infection, Salmonella Panama, swine, nose-to-nose

transmission.



1. INTRODUCAO

A cadeia produtiva da carne suina esta constantemente sendo desafiada
pela Salmonella sp. Encontram-se duas razdes para a crescente preocupacao em
relagdo as infecgdes por este agente em suinos. A primeira € a doencga clinica,
provocada principalmente pelos sorotipos Choleraesuis e Typhimurium, que
podem causar um quadro de gastroenterites e septicemias, porém esta forma
parece nao estar sendo relatada no Brasil ultimamente. A segunda, intrinseca a
ubigliidade do agente, é que os suinos podem infectar-se por grande niumero de
sorotipos e atuar como fonte de infeccdo da salmonelose humana, decorrente do
consumo de carne contaminada.

A salmonelose tornou-se a zoonose mais importante nos paises
desenvolvidos. Segundo dados epidemiolégicos, os ovos, a carne de aves e seus
derivados sdo as principais fontes de salmonelose humana, seguidos pela carne
de suino. O Brasil ocupa hoje o quarto lugar tanto na produgcdo como na
exportacdo mundial de carne suina (ABIPECS, 2007). Comparativamente aos
demais paises, o Brasil € aquele que apresenta maiores condicées de expandir
sua industria suinicola. Além das vantagens comparativas, o Brasil necessita
desenvolver suas vantagens competitivas, o que inclui qualidade sanitaria de seus
produtos, pois a auséncia de padrdées de qualidade torna-se prejudicial a
comercializagao.

Verifica-se a necessidade de estabelecer estratégias de controle da
Salmonella sp. em toda a cadeia alimentar e, em especial, na produgdo primaria.
Nas criacoes animais, a adogcao de medidas gerais de higiene e manejo é basica
para reduzir a prevaléncia deste patdégeno, se bem que elas sejam insuficientes.
Nao ha duvida de que taxas de prevaléncia de Salmonella sp. na produgao animal
devem ser mantidas as menores possiveis, pois ha correlacdo direta entre as
taxas de contaminacdo de carcacas por Salmonella sp. e sua freqiéncia nos

animais destinados ao abate.



No entanto, 0 maior entrave no controle das infeccbes por Salmonella sp.
nas granjas €, principalmente, a falta de conhecimentos sobre a epidemiologia da
infeccdo nos sistemas modernos de criacdo de suinos. As praticas de manejo
adotadas nesses sistemas tém mostrado ineficiéncia no controle deste patégeno.
Informagbes sobre o desenvolvimento das infecgées sem sinais clinicos séo
limitadas e pouco divulgadas e sao frutos das observacdes de agroindustrias em
seus protocolos de monitorias internas. Entdo, os estudos experimentais sobre a
transmissao desse agente sao de grande valia para a implementacao de medidas
de controle e estratégias de prevencgao eficazes.

As secrecoes orofaringeas de animais infectados podem conter
salmonelas, o que possibilita a transmissdo por contato direto. O contato direto
entre animais infectados e néao infectados por Salmonella sp. é considerado a
principal via de transmissdo entre suinos criados intensivamente. Estudos
experimentais indicam diferencas entre os sorotipos de Salmonella sp. na
transmissao pelo contato naso-nasal. Trabalhos que usaram de metodologia
semelhante provaram que a S. Typhimurium pode ser transmitida pelo contato
naso-nasal enquanto que a S. Derby e S. Agona nao (OLIVEIRA et al., 2007;
FRESCHI, 2007).

Contudo, conhece-se a diversidade de sorotipos de Salmonella sp. que
podem estar presente nos suinos. A maior duvida seria responder se,
experimentalmente, outro sorotipo seria capaz de tal transmissao. Com o objetivo
de elucidar esta questdo, foi idealizado e realizado o experimento aqui
apresentado, que propdem avaliar a importdncia do contato naso-nasal na
transmissao de Salmonella Panama entre suinos desmamados. Na expectativa de
oferecer subsidios que possam orientar a elaboracdo de medidas de controle de
Salmonella em sistemas intensivos de criagdo de suinos, em especial aquelas

relacionadas ao manejo de baias com parede vazada.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Breve historico da Salmonella sp.

A histéria das salmonelas pode ser remontada desde 1643 quando Thomas
Willis descreveu, de uma forma primitiva, a febre tiféide. Em 1718, Junker
comegou a clarear sobre a etiologia das febres tiféides; porém, foi em 1880, com
muita discussao cientifica, que Carl Joseph Eberth e Ferdinand Klebs
conseguiram explicar a etiologia da febre tifoide e por fim a todas as outras
teorias. Entdo a Salmonella ficou por muito tempo conhecida como “bacilo de
Eberth” (LEDERMANN, 2003).

No século XX as investigacbes de Schotmuller e, logo em seguida, de
Bryon e Kayser, iniciaram a separacao dos agentes causadores das febres tificas,
incorporando e diferenciando outras espécies. Comegam outras descobertas que
foram incrementando mais espécies ao género Salmonella. Atualmente, tem-se
usado mais o conceito das variedades sorolégicas da Salmonella enterica. O
nome de Salmonella vem de uma homenagem ao médico patologista e
bacteriologista dos Estados Unidos, doutor Daniel Elmer Salmon (LEDERMANN,
2003). SALMON & SMITH (1886) isolaram o microrganismo posteriormente
denominado Salmonella Choleraesuis, e este foi o sorotipo mais isolado de

plantéis suinos durante anos.

2.2. Importancia das infeccoes por Salmonella sp.

A histéria desta bactéria ja demonstra sua importancia ha séculos, sendo
relatada conhecidamente com causadora de doenca ha muitos anos (LAX et al.,
1995). A salmonelose representa, em muitos paises, a mais importante doenca
transmitida pelas carnes vermelha e avicola (DAVIES et al., 1997). A infecgcao por
Salmonella enterica, veiculada por alimentos, continua sendo uma preocupacao
atual na maioria dos paises. Apesar de haver surtos associados ao consumo dos
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mais variados alimentos, sem duvida os produtos de origem animal tém um papel
de destaque como via de transmissao para o consumidor (CARDOSO, 2006).

A salmonela ganhou destaque no cenario mundial, principalmente quando o
assunto é produto de origem animal. Nota-se que a demanda de alimentos no
mundo sofreu mudancgas, indo de uma producédo de commodities, visando atingir a
uma massa de consumidores (quantidade), para uma producdo de produtos de
qualidade, objetivando segmentacdo (FONSECA, 2002). Os conceitos de
qualidade e seguranca podem ser considerados como uma questao de agregacao
de valor mercadoldégico em um primeiro momento, porém acredita-se que esta
preocupacao inerente a qualidade venha a atingir a massiva producao agro
alimentar, pois também é um caso de seguranca alimentar.

Existe uma demanda, principalmente entre os consumidores dos paises
industrializados, quanto a seguranca dos produtos de origem animal (BLAHA,
2001). Entre os riscos potenciais destaca-se a salmonelose, que € considerada
uma das mais importantes zoonoses transmitidas por alimentos devido a
contaminacao de carcacas e de produtos carneos, inclusive os de origem suina
(WILCOCK & SCHWARTZ, 1992; JAKABI et al., 1999).

Conforme dados do Center for Disease Control (CDC), entidade ligada ao
governo dos Estados Unidos, durante o periodo de 1973 a 1987, bactérias do
género Salmonella foram responsaveis por 43% dos surtos de doengca em seres
humanos causados por agentes bacterianos presentes em alimentos
contaminados, e por 51,3% dos casos clinicos de doencas dessa categoria
(BEAN, 1996). Considerando a prevaléncia de doencas transmitidas por alimentos
(DTAs) causadas por Salmonella sp., registrou-se, também nos Estados Unidos,
32.610 casos anuais, entre 1993 e 1999 (MEAD et al., 1999); enquanto na Uniao
Européia ocorreram 73.006 casos no ano de 2001 (O’BRIEN & VALK, 2003). Ha
registros que nos Estados Unidos a infeccdo por essa bactéria gera custos
médicos na ordem de 3,8 bilhbes de dodlares/ano, sendo mais oneroso agente

infeccioso transmitido por alimentos contaminados (ISAACSON et al., 1999).
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No ano de 2004, na Unido Européia, 192.703 casos de salmonelose
humana foram registrados (EFSA, 2006). A participacao de produtos de origem
suina na ocorréncia de salmonelose foi estimada entre 15% e 20% dos casos
registrados na Holanda, Alemanha e Dinamarca (BORCH et al., 1996; BEREND et
al., 1996). A necessidade de cooperacdo global no controle da salmonelose foi
enfatizada pela Organizacdo Mundial da Saude (BOGEL, 1991). Este fato é
facilmente compreendido, visto que as infecgdes por Salmonella sp. também sao
difundidas através do comércio internacional de racdo animal, animais vivos e
alimentos (FORSHELL & WIERUP, 2006).

No Brasil ndo existe tabulacdo de dados para todas as unidades da
federacdo, mas tomando o Rio Grande do Sul como exemplo, o género
Salmonella tem sido o mais isolado nos surtos de DTAs, perfazendo 34,1% dos
surtos investigados entre 1998 e 2001 (SES, 2002, citado por CARDOSO, 2006).
Ainda no Rio Grande do Sul, o sorotipo Enteritidis tem sido igualmente o mais
identificado nos alimentos envolvidos em surtos (GEIMBA et al., 2004).

Além de sua importancia em saude publica e o impacto sobre 0 comércio,
verifica-se que, embora ndo sendo importante causa de doenca clinica nos
rebanhos, a Salmonella pode levar a perdas econbémicas também na granja.
Dados indicam que a Salmonella pode aumentar o custo de producdo devido,
principalmente, ao aumento do tempo até a venda e ao consumo excessivo de
racdo. Desta forma, grupos de suinos com uma soroprevaléncia tida de baixo
risco tém sido apontados como de melhor eficiéncia de producado do que grupos
de moderado ou alto risco epidemiologico (GORTON et al., 1996).

2.3. O género Salmonella

O género Salmonella representa grupo morfoldégica e bioguimicamente
homogéneo, com microrganismos Gram-negativos, mdveis ou imoéveis, nao
formadores de esporos e anaerbbicos facultativos. Pertencem a familia

Enterobacteriaceae com ampla distribuicdo mundial e variedade de hospedeiros.



Inclui duas espécies, divididas em sub-espécies e classificadas em mais de 2.500
sorotipos, de acordo com os antigenos presentes na parede bacteriana, flagelos e
capsula.

Do ponto de vista de seguranca dos alimentos a S. enterica subsp. enterica
inclui todos os sorotipos ja associados a ocorréncia de salmonelose humana, além
de muitos outros também considerados como patogénicos ao ser humano e que,
no conjunto, representam cerca de 60% dos sorotipos ja identificados. Do ponto
de vista epidemioldgico, convencionou-se dividir os sorotipos em adaptados e
nao-adaptados a um determinado hospedeiro. Os sorotipos adaptados constituem
a minoria, caracterizando-se por ocasionar preponderantemente uma infeccao
septicémica e clinicamente evidente no hospedeiro ao qual estdo adaptados
(CARDOSO, 2006).

Alguns exemplos de adaptados a um unico hospedeiro sado: S. Typhi
(hurnanos), S. Dublin (bovinos), S. Pullorurn (aves) e S. Choleraesuis (suinos).
Entretanto, a maioria dos sorotipos compde o grupo dos ndo-adaptados que
causam principalmente infecgdes sub-clinicas nos hospedeiros portadores e sédo
0S principais causadores de salmonelose humana. Entre esses sorotipos,
encontra-se a S. enterica subsp. enterica sorotipo Panama, também referida como
S. Panama. Este sorotipo foi associado a surto de meningite severa em criancas
correlacionado a ingestdo de Ileite contaminado (CHEN et al., 2005).

Na presenca de substrato adequado este microrganismo pode multiplicar-
se em temperaturas entre 7°C e 45°C. Pode sobreviver ao congelamento e a
dessecacao e persistir por semanas, meses e até anos em material organico. Sua
sobrevivéncia diminui em pH inferior a 5,0, sendo rapidamente inativado por acéao
do calor, da luz solar, assim como por fendis, cloro e desinfetantes a base de lodo.
A capacidade de sobreviver no meio ambiente, assim como a existéncia de
animais portadores, favorecem a distribuicdo do género mundialmente. O fato do
agente se adaptar a diferentes hospedeiros e se disseminar com facilidade

propicia a ocorréncia da infeccao (GAST et al., 2003).



2.4. A epidemiologia da salmonelose

O desafio no controle da Salmonella sp. nos sistemas intensivos de criacao
recai principalmente sobre a complexidade de sua epidemiologia. O problema
parece tdo complexo que mesmo a adocdo de praticas modernas de criacao,
como utilizacado do desmame precoce e sistema de criacao todos dentro - todos
fora, parece nédo ser suficiente para reduzir os numeros de infec¢coes (FUNK et al.,
2001). Algumas fontes de introducdo de Salmonella sp. em granjas sdo bem
conhecidas e envolvem, principalmente, aquisicdo do animais infectados; agua,
ragbes e ingredientes contaminados; vetores, como roedores e passaros, e
mesmo funcionarios ou visitantes (HEARD, 1969). No entanto, a importancia
relativa do cada fonte potencial parece ser dinamica e particular de cada granja
(DAVIES & FUNK, 1999).

E importante considerar os ciclos internos de contaminacdo por Salmonella
sp. que parecem ser caracteristicos de cada granja (CARLSON & BLAHA, 2001).
Devido ao fato da Salmonella sp. ser eliminada nas fezes dos animais infectados,
a via fecal-oral é considerada a base da transmissao do patégeno (FEDORKA-
CRAY et al.,, 2000). Em experimentos com suinos inoculados nota-se que ha
eliminacdo de grande numero de bactérias nas fezes por periodos prolongados
(WOOD et al,, 1989). Suinos suscetiveis, quando colocados em ambiente
contendo fezes contaminadas, geralmente adquirem a infeccdo (FEDORKA-CRAY
et al., 1994, HURD et al., 2001). Adicionalmente, a transmissao através do contato
naso-nasal é admitida em funcado da presenca do patdégeno nas secre¢cdes oro-
faringeas (SCHWARTZ, 1999).

Investigacbes sobre possiveis fatores de risco de infecgdo por Salmonella
sp. em plantéis suinos consideram, basicamente, essas duas vias de transmissao
na analise epidemioldgica. Através da administracdo oral de S. Typhimurium em
bezerros esofagotomizados, DE JONG & EKDAHL (1965) demonstraram a
importancia das vias hematdégena e linfatica na disseminagcdo do agente.
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Resultados bem semelhantes foram observados na espécie suina, evidenciando a
importancia do trato respiratério superior, pulmdes e tonsilas como portas de
entrada da Salmonella enterica. A S. Typhimurium foi isolada dos linfonodos
mesentéricos de suinos esofagotomizados 3 horas apds instilagdo nasal do
in6culo (FEDORKA-CRAY et al., 1995).

O fato da Salmonella ser frequentemente isolada de particulas de poeira
em granjas suinas (RAJIC et al., 2005), e sua capacidade de manter-se viavel por
longos periodos em aerossbéis (McDERMID & LEVER, 1996) sugerem a
possibilidade de transmissao aerégena entre suinos. De fato, a principal forma de
transmissdo é pela via fecal-oral, porém ha confirmacdo experimental da
transmissao aerdégena (OLIVEIRA et al., 2006) de Salmonella enterica na espécie
suina, em frangos (LEVER & WILLIANS, 1996), ratos e bezerros (WATHES et al.,
1988).

Em relacdo ao momento da infecgdo dos animais, Salmonella sp. pode
estar presente em todas as fases de producdo. Entretanto, segundo estudos
conduzidos no Brasil (SILVA et al., 2003; SCHWARZ et al., 2006), a fase de
terminacdo tem sido identificada como a mais frequentemente envolvida na
infeccdo dos rebanhos suinos, a exemplo do que foi também descrito por
LETELLIER et al. (1999) em rebanhos canadenses e BAHNSON (2005) em
unidades de producao de suinos americanas.

Estudos tém sido conduzidos no sentido de dimensionar o problema de
infeccdo por salmonelas nos rebanhos suinos brasileiros e propor alternativas
para o seu controle. SCHWARZ et al., 2006, em um trabalho realizado no Rio
Grande do Sul, verificou a positividade para Salmonella e foram identificados
71,65% de suinos portadores (isolamento em linfonodos mesentéricos) e 77,85%
de suinos positivos na avaliacdo soroldgica. Estudos realizados na industria
demonstraram que 88% de amostras de massa de embutidos e 50% de cortes de
pernil produzidos em frigorifico onde a prevaléncia de animais portadores eram

elevada, tinham a presenga de Salmonella sp. (CASTAGNA et al, 2004).



Devido aos suinos poderem ser infectados por Salmonella em até 30
minutos de uma exposicdo minima ao agente (HURD et al., 2004), a alta
prevaléncia de isolamento de Salmonella sp. poderia ser atribuida a infeccao dos
animais nas baias de espera (ISAACSON et al. 1999, ROSTAGNO et al., 2003,
KORSAC et al., 2003), ao efeito do estresse de manejo e ao transporte no periodo
pré-abate (ROSTAGNO, 2002). No entanto, estudos conduzidos por FUNK et al.
(2001), identificaram as granjas produtoras de suinos como a origem mais
freqUente de rebanhos que chegam infectados ao abate.

KICH et al. (2005) em seus estudos de soroprevaléncia em granjas do sul
do pais notou que, em 65 granjas terminadoras, havia uma prevaléncia de 57,6%
de animais positivos no teste de ELISA-LPS. Em um estudo longitudinal,
acompanhando 28 rebanhos, do nascimento ao abate, conduzido por SCHWARZ
et al. (2005), a maternidade foi excluida como fase de risco para infeccao de
leitdes por salmonelas, enquanto a creche e principalmente a terminacéo, foram
identificadas como as fases responsaveis pela infeccdo dos animais. Portanto,
estes seriam os setores na granja onde se devem priorizar as intervengdes

relacionadas ao programa de controle nas unidades de produgao animal.

2.5. Introducao de Salmonella sp. no sistema de producao

Na cadeia de producdo de suinos a Salmonella sp. pode ser introduzida
em diferentes estagios. Nos estagios primarios, as fontes de infecgcdo podem ser
animais pertencentes ao préprio grupo, animais de outros grupos da mesma
granja ou fatores externos, que funcionam como vias de transmissdo, como ragao,
pessoas ou roedores. Durante o transporte, os caminhdées contaminados e no
abatedouro a contaminacao cruzada, a partir de animais excretores, sdo pontos
importantes de contaminacao (VAN DER GAAG et al., 2004).

A alimentacao tem sido apontada como risco significativo de introducéo de
Salmonella (STARK et al., 2002), sendo a racdo contaminada considerada via de
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transmissdo. Dessa forma, tem sido demonstrada a relacdo entre sorotipos
encontrados em amostras de racdo com aqueles recuperados de animais
(FEDORKA-CRAY et al.,, 1997). A utilizagdo de farinhas de origem animal é
apontada como a principal fonte de introducdo de Salmonella sp. na racao.
Pesquisas estimam que 15% a 30% de todas infeccdes no periodo de terminagao
podem ser atribuidas a contaminacdo de racdo. Desta forma, é importante
considerar que a contaminacado da racao nos silos ou comedouros pode ter um
importante papel na propagacao do ciclo de contaminacao na granja (BERENDS
et al., 1996).

Os esforcos para manter a ragdo animal livre de contaminagdo por
Salmonella requerem nao somente o tratamento térmico, mas também protecao
da ragéo final do contato com reservatorios como passaros e roedores, materiais
contaminados ou contaminacao residual em caminhées (FEDORKA-CRAY et al.,
1997). Roedores e outros animais presentes em propriedades, bem como a agua
e 0 ambiente constituem importantes fatores para a epidemiologia da infeccao em
suinos.

Outro ponto importante é a introducao de animais no plantel, o que constitui
um grande risco para a introdugéo de Salmonella sp. nas granjas. LETELLIER et
al. (1999) encontraram 15,9 % das fémeas de reposi¢do e 21,9% das unidades de
terminagao de leitoas positivas para Salmonella sp. no Canada. No Rio Grande do
Sul, SILVA et al. (2003) encontraram uma prevaléncia média de 32% de leitoas de
reposicao positivas.

Enquanto isso, alguns estudos detectaram um pico de excrecdo de
Salmonella sp. na creche, apontando essa fase zootécnica como importante no
ciclo de infeccdo do sistema de producdo (KRANKER et al., 2002). QOutros
identificaram a terminacdo como a fase de maior importancia epidemiolégica
(SILVA et al., 2003).
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2.6. Fatores e analise de risco

Andlises de riscos fazem parte dos estudos epidemiolégicos e propostas de
controle de diversas sindromes e patégenos, podendo abranger diversas areas da
cadeia de producao e comercializacdo de produtos de origem animal (SCHWARZ
& CARDOSO, 2006).

Varios estudos tém incrementado dados para as avaliagdes de risco, como
no estudo realizado por NOLLET et al. (2005), que avaliaram 62 rebanhos Belgas
abatidos em quatro diferentes frigorificos, identificando instalacbes com piso
continuo como fator de risco na infeccdo por salmonelas. Entre os fatores
estudados por BUSH et al. (1999), foi identificado racao nao farelada e mistura de
racao fora da granja como risco maior de ocorréncia de Salmonella sp.

A mistura de animais de diferentes origens, conforme observacbes de
QUESSY et al. (1999) esta correlacionada com a presenca da Salmonella sp. Da
mesma forma, o uso de racdo peletizada demonstrou associacdo positiva com
soro-positividade nos estudos de LO FO WONG et al. (2004). NIELSEN et al.
(1995) observaram que é rara a infeccdo em fémeas e leitdes novos; o problema
parece se restringir a difusdo horizontal nas terminagdes. Principalmente nos
sistemas de criagdo em multiplos sitios, a infeccdo em fase precoce dos animais
nao € responsavel por mais de 10% do total dos casos observados na terminacao
(DAVIES & FUNK, 1999). Por outro lado, a particdo sélida entre baias é uma
medida que pode inibir a difusdo da infeccdo nas diferentes fases da criacao
(DAHL et al.; 1997).

Foi conduzido por KICH et al. (2005) um estudo transversal, onde fatores
associados a prevaléncia de suinos sorologicamente positivos para Salmonella sp.
nos estados de Santa Catarina e do Rio Grande do Sul foram identificados. Houve
a possibilidade de identificar a associagdo da maior soroprevaléncia com o
seguinte conjunto de variaveis nas granjas terminadoras: uso de racao peletizada,
distribuicao de dejetos a menos de 100 metros do local de captagdo de agua, nao
utilizagdo de comedouro do modelo comedouro/bebedouro, transporte com freteiro
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misturando animais de varias granjas. Ja nas granjas de ciclo completo,
ingredientes de racao desprotegidos de outros animais, auséncia de controle de
roedores, racdo seca, auséncia de cerca, ndo uso da pintura com cal apds
lavagem e desinfeccdo e a entrada de outras pessoas, além do técnico na granja,
foram os fatores de risco encontrados.

O programa de controle da Dinamarca, que ha dez anos implementa
manejo de logistica e biosseguranca diferenciado em todos os rebanhos do pais a
partir de um programa nacional (ALBAN et al., 2002), poderia servir como

exemplo.

2.7. Formas de ocorréncia de Salmonella enterica em suinos

Considerada a grande variabilidade de sorotipos de Salmonella e as
diferentes espécies animais, admite-se que a evolucao da infeccao classifique os
sorotipos em dois grandes grupos, os adaptados e os ndao adaptados, conforme ja
descrito anteriormente. Os sorotipos adaptados geralmente determinam quadro
clinico severo subseqiente a infeccao, e ndo sao isolados de outras espécies. Os
sorotipos ndo adaptados, que compdem o grupo das salmonelas paratificas,
determinam infeccbes com evolugdo subclinica e podem infectar diversas
espécies animais (CARDOSO, 2006).

No caso da espécie suina, admite-se que a S. Cholerasuis representa
sorotipo adaptado, sendo responsavel por 99% dos episédios de salmonelose
clinica que afetam esta espécie animal (UZZAU et al., 2000). Em alguns paises,
como no Brasil, sua importancia tem diminuido. Na Dinamarca este sorotipo ndo é
isolado ha décadas (DAHL et al., 1997), o que tem favorecido a importancia de
outros sorotipos. A Salmonella Typhirnurium passou a responder por 65% dos
episédios na Gra-Bretanha, seguido por S. Derby (GRESHAM, 1996).

No suinos, a doenca pode se manifestar, clinicamente, como uma
septicemia aguda ou como uma enterocolite aguda ou crénica (SOBESTIANSKY
et al., 1999). Suinos que sobrevivem a septicemia aguda podem desenvolver
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sinais clinicos devido as lesbes localizadas, como pneumonia, hepatite,
enterocolite e, ocasionalmente, meningoencefalite. Animais com enterocolite
poderdao desenvolver um definhamento crénico. Os suinos podem recuperar-se
totalmente, mas alguns poderdo permanecer como portadores e excretores
intermitentes por meses (SCHWARTZ, 1999).

Porém, sao os sorotipos que ndao causam doenga clinica no suino os que
tém maior importancia para a segurancga alimentar, uma vez que o animal portador
nao apresenta sinais clinicos, mas é uma fonte permanente de eliminacdo do
agente desde a granja até o processamento industrial. Os sorotipos nao
adaptados, salmonelas paratificas, na maioria das vezes, sao imperceptiveis
dentro do sistema de producédo. Contudo, sdo responsaveis por condenacao de
carcacas e devolucdo de carregamentos destinados a exportacdo, constituindo
grandes perdas aos produtores e exportadores envolvidos (GRESHAM, 1996).

Os principais sorotipos nao-adaptados isolados dos casos de salmonelose
humana registrados no Estado de S&o Paulo, no periodo de 1950 a 1990, foram
S. Typhimuriurn, S. Agona e S. Infantis (TAUNAY et al., 1996), sorotipos esses
também isolados de suinos em criacbes estudadas (WEISS et al.,, 2002;
MICHAEL et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2002), o que caracteriza a espécie suina
como uma importante fonte de infeccao para diversos sorotipos de Salmonella sp.
potencialmente nocivas ao ser humano.

E conhecido que os suinos infectados sdo a principal fonte de
contaminacao das carcacas (BORCH et al., 1996; SORENSEN et al., 2004).
Contudo, a prevaléncia da infecgdo, determinada ao abate através da colheita de
orgados ou fezes, pode nao refletir a real prevaléncia da infecgdo na granja.
Nessas circunstancias, a prevaléncia na granja € normalmente superestimada,
pois muitos suinos podem se infectar durante o transporte ao frigorifico ou mesmo
nas baias de descanso pré-abate (HURD et al. 2004; ROSTAGNO et al., 2003).
Ademais, contaminacbes geradas por outros animais na linha de abate ou pelo
préprio ambiente do frigorifico, podem responder por até 30% da contaminacao
final das carcagas (BORCH et al., 1996; BOTTELDOORN et al., 2003).
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2.8. Métodos diagnodsticos de Salmonella sp.

A prevaléncia de Salmonella sp. pode ser medida por testes sorologicos e
bacteriolégicos (VAN DER GAAG et al.,, 2004). As amostras podem focar as
granjas que produzem animais para o0 abate ou os rebanhos que distribuem
fémeas e leitdes para outras granjas, e que podem contribuir para a disseminacéo
da Salmonella sp. (SANDBERG et al., 2002).

O isolamento microbiolégico € o método mais utilizado para deteccao de
Salmonella por ser muito difundido, por ser seguro e relativamente barato. Este
constitui uma ferramenta valiosa e, até o momento, insubstituivel, considerada a
importancia das informacbes epidemiolégicas baseadas em caracteristicas
fenotipicas e genotipicas identificaveis pela cultura. Entretanto, a intermiténcia da
eliminacado de Salmonella nas fezes, e periodos longos de analise, sdo os fatores
gue podem comprometer a utilizacdo do isolamento como técnica de rotina para o
monitoramento de Salmonella em granjas suinas (FUNK et al., 2000).

O controle podera iniciar pela determinacao da fase critica de infeccao dos
animais (creche, crescimento e terminacao ou pré-abate) e pela intervengao nos
fatores de risco identificados. Havendo ou ndo manifestagéo clinica da infecgéo,
faz-se necessario o uso de métodos diagnosticos que permitam a identificacao de
lotes infectados, sendo que o isolamento microbiolégico e a sorologia tém sido a
base dos programas de controle (CARDOSO, 2006).

O isolamento pode ser conduzido colhendo-se amostras de fezes
individuais ou de grupos de animais alojados em diferentes baias na granja e
pode, de acordo com o plano de amostragem, detectar a presenca de Salmonella
no lote ou determinar a prevaléncia de animais excretores. Amostragens para
isolamento podem ser conduzidas também ao abate, por meio da colheita de
conteudo intestinal ou de linfonodos mesentéricos (CARDOSO, 2006).

O método consiste no cultivo das amostras pelo emprego de meios de
cultura seletivos. Apés incubacgédo as coldnias suspeitas sdo submetidas a testes
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bioquimicos e sorolégicos (SOUMET et al.,, 1999). Dentre os caldos de
enriguecimento seletivo estdo os das familias tetrationato e caldo Rappaport-
Vassiliadis. O caldo Rappaport-Vassiliadis tem demonstrado maior sensibilidade
para isolamento microbiolégico de Salmonella enterica de fezes de suinos
naturalmente infectados (BAGER & PETERSEN, 1991; FEDER et al., 1998), o que
o torna caldo de enriquecimento frequentemente utilizado em muitos laboratérios
que processam amostras de fezes suinas.

DAVIES et al. (2000) demonstraram a superioridade de protocolos que
utilizam enriquecimento primario em caldo tetrationato Muller-Kauffmann ou GN-
Hajna, e, posteriormente, enriquecimento secundario em caldo Rappaport-
Vassiliadis diretamente ou apés enriquecimento das amostras em agua peptonada
a 2%. Existe um estudo que demonstrou que o desempenho do caldo Rappaport-
Vassiliadis no isolamento de Salmonella de fezes de aves foi significativamente
menor que o do meio Rappaport-Vassiliadis semi-sélido modificado (RVSM)
(VOOGT et al., 2001).

A sorologia pode ser uma ferramenta fundamental para um programa de
controle, pois pode auxiliar rapida e corretamente na identificagdo de rebanhos
positivos (ALBAN et al., 2002). Assim, se o objetivo for identificar todos os
rebanhos que foram expostos a Salmonella sp., a sorologia pode ser aplicada, ao
invés do isolamento microbiologico (SANDBERG et al., 2002). Portanto, o teste
sorolégico fornece uma estimativa do numero de animais que foram, em algum
momento da producéo, expostos ao agente. O método de ELISA mais difundido
baseia-se na utilizacdo de antigenos O de sorotipos de Salmonella pertencentes a
diversos sorogrupos (mix-ELISA) e tem sido amplamente utilizado na
categorizacdo de granjas, dentro dos programas de controle de Salmonella em
diversos paises (NIELSEN et al., 1995; BLAHA, 2001).

No Brasil, a EMBRAPA Suinos e Aves de Concérdia — SC desenvolveu e
validou um teste de ELISA (ELISA-Typhimurium), para ser utilizado nos rebanhos
brasileiros, classificando-os por nivel de infeccdo. Este teste foi desenvolvido
baseado em antigenos lipolissacarideos (LPS) da parede celular de uma amostra
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de Salmonella Typhimurium. Apresenta reag¢do cruzada com os sorotipos Agona,
Derby, Panama e Bredney (KICH et al., 2006).

Existe um desafio na questdo de associar a sorologia com o isolamento
microbioldgico, pois o0s resultados sorolégicos de um rebanho podem ser
interpretados diferentemente, conforme o ponto de corte aplicado ao avaliar o
teste (ALBAN et al., 2002). Outro ponto a ser considerado é que o isolamento de
Salmonella sp. indica infeccdo e excrecado, enquanto a sorologia positiva pode
indicar a transmissao silenciosa no rebanho (VAN WINSEN et al., 2001). Portanto,
as estimativas de prevaléncia de Salmonella obtidas por sorologia e bacteriologia
podem diferir, como demonstrados em alguns estudos (FEDORKA-CRAY et al.,
1997 e SILVA et al., 2003).
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3. OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar a possibilidade de transmisséo pela via naso-nasal de Salmonella enterica

subespécie enterica sorotipo Panama em leitdes desmamados.

Objetivos especificos

Induzir infeccdo experimental por Salmonella enterica subespécie enterica

sorotipo Panama em leitdes desmamados.

Verificar, usando modelo e metodologia experimental confiaveis, se ha ou nao
transmissdo pela via naso-nasal de Salmonella enterica subespécie enterica

sorotipo Panama.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Selecao da granja fornecedora dos animais

Para a realizacdo do presente estudo, foram utilizados leitdes de granja
previamente selecionada. O objetivo da selecdo era aumentar a possibilidade de
aquisicao de animais realmente livres de Salmonella sp. A granja selecionada,
desta forma, deveria atender aos principios de biosseguridade. Para a
classificacdo das granjas utilizou-se o questionario do Ministério da Agricultura
indicado para a avaliagcdo das Granjas de Reprodutores Suideos Certificadas
(GRSC) presente na Instrucdo Normativa n? 19 de 2002 (MAPA, 2002).

Esta avaliacdo € usada para classificacao das granjas quanto ao grau de
vulnerabilidade a patégenos externos, sendo avaliados os seguintes aspectos:

a) granja “A”: bem protegida - de 0 a 5,0 pontos, desde que nao tenha
nenhum critério com pontuacao 2 ou 3;

b) granja “B”: vulnerabilidade baixa - até 8,0 pontos, desde que nao tenha
nenhum critério com pontuacao 3 e ndo se enquadre como granja “A”;

¢) granja “C”: vulnerabilidade moderada - de 8,0 a 12,0 pontos, desde que
nao se enquadre como granja “B”, e

d) granja “D”: altamente vulneravel - com 13,0 ou mais pontos.

Foram avaliadas cinco granjas, num raio de 100 km do Campus de
Jaboticabal. Selecionou-se a Granja Santa Paula, localizada no municipio de
Colina — SP.

Outro fator considerado para a escolha dessa granja foi que em estudos
anteriores nela conduzidos, ndo houve isolamento de Salmonella sp. (OLIVEIRA
et al., 2007; FRESCHI, 2007).
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4.2. Selecao dos animais

A porca e o piso da cela parideira foram avaliados, objetivando confirmar a
nao exposicao dos leitbes a Salmonella sp. Da porca, foram colhidas amostra de
sangue, para sorologia, e fezes do reto, para avaliacdo microbiolégica. Com o
mesmo propdsito, colheu-se amostra de residuos do piso da cela parideira.

Os animais foram escolhidos aleatoriamente de uma unica leitegada, sendo
quatro fémeas e dois machos, com 21 dias de idade e pesando 5,2 kg, em média.

Foram levados ao Laboratério de Pesquisa em Suinos do Departamento de
Clinica e Cirurgia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias Campus de
Jaboticabal — Unesp, alojados em gaiolas suspensas e individuais € monitorados
bacteriologicamente. O monitoramento foi feito durante sete dias, sendo
realizadas a avaliagdo microbioldégica de amostras retais no primeiro, quarto e
sétimo dias, e a avaliacao soroldgica, confirmando a condicao livre de Salmonella
sp.

As gaiolas individuais de alojamento, utilizadas no periodo de
monitoramento pré-inoculacdo, foram previamente lavadas e desinfetadas.
Amostras da racdo e agua fornecida aos leitdes foram colhidas para avaliagao
microbiolégica.

Concluido o periodo de monitoramento, o0s seis leitdes foram
aleatoriamente distribuidos em trés grupos e alojados nos isoladores (Quadro 1).

Quadro 1. Desenho experimental utilizado para estudo da transmissao pela via

naso-nasal de Salmonella Panama entre leitdes desmamados

Leitoes Utilizados Distribuicao nos Isoladores
Isolador 1 Isolador 2 Isolador 3
6 leitdes 2 leitdes 2 leitbes 2 leitdes
Tratamentos Controle Inoculados Sentinelas
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4.3. Descricao dos isoladores

Foram empregados isoladores de acgo inoxidavel (0,80m x 0,80m x 1,30m),
completamente fechados e especialmente projetados para estudos
epidemioldgicos, ou seja, para uma das trés vias de transmissao de patégenos
(ar, agua ou contato naso-nasal). O modelo foi desenvolvido a partir de protétipo
desenvolvido por TORREMORELL et al. (1997), para estudos de transferéncia
aérea de microrganismos, sendo produzido por empresa do setor de
equipamentos para laboratérios (Marconi Equipamentos para Laboratério,
Piracicaba, SP) (Figura 1).

Para o estudo de transmisséo direta através do contato naso-nasal cada
isolador possui uma pequena janela de forma circular com 10 cm de didmetro
localizado a 10 cm do piso, que permite, pela proximidade e abertura destas
janelas, o contato naso-nasal entre os leitbes de cada isolador (Figura 2).

Depésitos para racdao e para agua, ambos com tampas herméticas,
permitem abastecimentos sem a necessidade de abertura do sistema. Uma
camara de passagem, com portas interna e externa e luvas de canos longos, em
borracha e adaptadas as paredes laterais do equipamento, possibilitem o acesso
e a colheita de amostras a partir dos leitdes sem a necessidade de abertura da
porta superior da camara. Pisos plasticos superiores fenestrados favorecem a
drenagem de excregdes para o piso inferior; este, de ago inoxidavel e de formato
cbnico, conduz as fezes e a urina dos animais, que sao colhidas em tubo plastico,
flexivel e estéril, o qual além de reter as excrecdes, pode ser ligado e cortado,
permitindo a analise de seu conteudo.

A ventilacdo é feita através de dutos estéreis (0,20m de diametro), que
conectam os isoladores com as unidades ventiladoras e exaustoras. A taxa de
ventilacdo € ajustada para 550 m3h (aproximadamente 1m3/leitdo/min), que induz
pressdo positiva no interior das camaras. Ambas as unidades, a exaustora

(Exaustflow500, Filtracom Ltda, Campinas, SP) e a ventiladora (Sterilflow500,
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Filtracom Ltda) sdo equipadas com pré-filtros e filtros absolutos tipo HEPA, com

99,97% de eficiéncia para particulas de até 0,3 micrometros.

ik ¥
FURETI W i L L LT '
i ki

Figura 1. Isolador usado no experimento’

! Observar (1) a entrada de ar do sistema, (2) a saida de ar, (3) o reservatério de
agua, (4) as luvas de borracha para manipulagao interna, (5) o orificio para
conexao com outro isolador (contato naso-nasal), (6) o saco para a coleta dos

dejetos e (7) a caixa de passagem, dotada de portas interna e externa.
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Figura 2. Vista interna, por uma das camaras, do orificio que permite o contato

naso-nasal entre os animais

4.4. Lavagem e desinfeccao dos isoladores

A lavagem e desinfeccdo dos isoladores foram criteriosas, sendo que o
procedimento de lavagem foi feito uma vez e desinfeccao repetido por trés vezes,
com intervalo de um dia. Utilizou-se primeiramente solugdo detergente juntamente
com agua pressurizada na lavagem do equipamento; assim que as superficies
secaram, formam submetidas a desinfecgdo com etanol a 70% e subseqlente uso
de solugdo comercial de glutaraldeido a 2% e aménia quaternaria (AVT500,
Polysell, Campinas, SP).
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Apoés a ultima pulverizagdo das superficies internas dos isoladores, estes
permaneceram completamente fechados por dois dias. Procedeu-se, entdo, a
fumigacdo com o sistema fechado, um dia antes da entrada dos animais. A
escolha do glutaraldeido baseou-se no fato de ndo ser agressivo para superficies
metalicas, ser aceito como esterilizante quimico em ambientes hospitalares e ter
eficiéncia comprovada contra Salmonella sp. (RUTALA, 1995).

Para a garantia da esterilidade para a Salmonella sp. foi realizado apés
este procedimento de limpeza e desinfeccdo, uma colheita de material através de
suabes para o isolamento microbiolégico nas paredes, piso e cochos. O resultado

foi negativo quanto a presenca deste microrganismo.

4.5. Montagem do sistema

Pela Figura 3 pode-se compreender como foi montado e utilizado o sistema
de isoladores. A direcdo do fluxo de ar, no sentido do isolador 3 (leitdes sentinela)
para o 2 (leitdes inoculados), impediu a que os leitdes sentinela fossem infectados
por contaminagdo aérea. Admitiu-se que se fosse registrada a transferéncia da
infeccdo, o agente teria sido transferido exclusivamente através do contato naso-
nasal entre os animais. Os animais controle foram mantidos em isolador exclusivo,

sem qualquer conexao com os demais.
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Isolador 3 - suinos sentinelas

< A | Orificio para
S contato naso-nasal

Insuflador
Filtro HEPA

Exaustor
Filtro HEPA

Fluxo de ar

=

Isolador 1 — suinos controles

"

Gy

Figura 3. llustracdo esquemaética da montagem dos isoladores?®

4.6. Agua e racdo experimental

Toda a agua fornecida aos animais era previamente autoclavada e
colocada no reservatério de agua do sistema que conectava a um bebedouro
interno no isolador. A agua utilizada provinha de poco artesiano sendo livre de

tratamento com cloro.

? Descreve o fluxo de ar no sentido do isolador 3 para o 2, possibilitando somente

a transmissao pelo contato naso-nasal.
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A racdo experimental foi formulada livre de farinhas de origem animal e
antibiético promotores de crescimento. Preparada na fabrica de racées da FCAVJ-
UNESP possuia formulacao apropriada para leitbes em fase de creche (Tabela 1).

Tabela 1. Composicao percentual da ragdo usada na alimentacdo dos animais

experimentais

Racao Experimental

Ingredientes (KG)
Milho 54,35
Farelo de soja 32,63
Soro de leite 5,00
Acgucar 1,00
Oleo 2,94
Fosfato bicalcico 1,74
Calcéreo 0,70
Sal 0,44
Lisina 0,51
Treonina 0,20
Metionina 0,10
Triptofano 0,02
Vitaminas 0,10
Minerais 0,25
Antioxidante 0,02
TOTAL 100,00

Tanto a agua quanto a ragdo foram submetidas a andlise bacteriologica
para presenca de Salmonella sp. Foram realizadas duas analises no periodo pré-

inoculacao e outras trés no periodo pds-inoculacao.
4.7. Amostra de Salmonella utilizada na infeccao experimental
Amostras de Salmonella enterica, sorotipo Panama, cedidas pelo

Laboratério de Microbiologia da EMBRAPA Aves e Suinos de Concérdia — SC e
mantidas em sua colecao sob n® 8193, foram usadas na preparacao do inéculo.
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Esta cepa foi originalmente isolada de animais de campo, mais especificamente
de linfonodo mesentérico de suino e ja possuia perfil de resisténcia a alguns
antibidticos.

No setor de microbiologia do Laboratério de Pesquisa em Suinos,
objetivando a marcacdo da amostra inoculada, esta cepa foi selecionada para
resisténcia ao acido nalidixico. Isto foi realizado, conforme a sequéncia de
procedimentos indicada - (a) colénia pura de S. Panama da placa de agar
nutriente de estoque foi inoculada em caldo Luria Bertani e incubada em mesa
agitadora orbital a 37°C por 18 horas; (b) o caldo foi centrifugado a 1.500 rpm por
20 minutos e, apdés descarte do sobrenadante, uma alcada do precipitado foi
transferida para caldo Luria Bertani contendo 10ug/mL de &cido nalidixico; (c)
repetiu-se o procedimento com concentracdes crescentes de acido nalidixico (20,
30, 40ug/mL), até obter a concentragéo final de 50ug/mL. Antes do preparo do
inoculo, a cepa foi submetida a antibiograma (Quadro 2).

Nal+

Quadro 2. Antibiograma da cepa de Salmonella Panama™" antes da inoculacao

Principio Ativo Concentracao Resultado
Gentamicina 10 pg Sensivel
Florfenicol 30 ug Sensivel
Cefotaxina 30 ug Sensivel
Cefalotina 30 ug Sensivel
Ciprofloxacina 5 ug Sensivel
Cefitriaxona 30 ug Sensivel
Polimixina 300 pg Sensivel
Tetracilcina 30 ug Resistente
Estreptomicina 10 ug Resistente
Acido Nalidixico 30 ug Resistente
Ampicilina 10 pg Resistente
Cloranfenicol 30 ug Resistente
Sulfametoxazol + Trimetoprima 23,75 ug + 1,25 ug Resistente
Novobiocina 30 ug Resistente
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4.8. Preparo e administracao do inoculo

Os in6culos foram preparados de acordo com WOOQOD et al. (1991). Culturas
puras de Salmonella Panama™®* foram plaqueadas em &gar nutriente e agar
verde brilhante modificado contendo 50ug de acido nalidixico. Uma dnica col6nia
foi transferida para o caldo Luria Bertani contendo acido nalidixico (50 pg/mL).
Apés cultivo a 37°C por 18 horas, separaram-se duas aliquotas de trés mililitros
cada, que foram utilizadas para a inoculacdao dos leitdes. A concentracdo de
bactérias no inoculo, determinada pela técnica de drop-counting (MILES & MISRA,
1938) foi de 2,16 X 10" UFC/mL.

Os leitdes foram mantidos em jejum alimentar e hidrico por 18 horas antes
da administracdo do inéculo. Racdo e agua foram fornecidas 30 minutos apds a
inoculagado. In6culos ou placebo foram administrados oralmente, utilizando-se
seringas estéreis descartaveis. Os suinos controle (C1 e C2) e sentinela (S3 e S4)
receberam solugcédo de caldo Luria Bertani estéril (3 mL) e foram imediatamente
colocados nos isoladores 1 (Iso 1) e 3 (Iso 3), respectivamente. Os suinos I5 e 16

Nal+

receberam o in6culo contendo Salmonella Panama e foram alojados no

isolador 2 (Iso2). O sistema foi fechado e assim mantido por 14 dias.

4.9. Colheita de amostras

Colheitas de amostras foram realizadas diariamente de todos os animais.
Mediante do emprego de suabes, amostras de fezes fossem colhidas diretamente
do reto. Este procedimento era feito passando o material através da camara de
passagem (Figura 4). Os suabes, protegidos no interior de embalagens plasticas,
eram colocados no interior da camara e pulverizados com aménia quaternaria e
glutaraldeido a 2% (AVT 500, Polysell). Duas horas ap6és, a porta interna da
camara era aberta e os suabes eram utilizados na colheita das amostras.
Voltavam a camara de passagem, cuja porta interna era fechada, permitindo que o

material fosse retirado, sem qualquer risco de contaminacao do sistema.
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Amostras de sangue de todos os leitdes foram colhidas no periodo pré-
inoculagao, conforme ja referido. Repetiu-se tal procedimento ao final do periodo
experimental. Separou-se o soro e, em ambos 0s casos as amostras foram
mantidas congeladas a -20° C até o momento das andlises, realizadas por teste
de ELISA, no Laboratério de Microbiologia da EMBRAPA Suinos e Aves.

Ao final dos 14 dias nos isoladores, os animais foram submetidos a
eutanasia e em seguida necropsiados, conforme indicado por SOBESTIANSKY et
al. (2005). Linfonodos mandibulares, tonsilas, pulmdes, figado, baco, linfonodos
ileo-célicos, linfonodo mesentérico, jejuno, ileo e conteldo do ceco foram
imediatamente inspecionados e removidos. Colhidas assepticamente, utilizando-
se instrumental cirdrgico e luvas esterilizados (Figura 5), as amostras de tecido
foram colocadas em sacos plasticos esterilizados (BO1065WA, Whirl-pak, Nasco,
Fort-Atkinson, WI, EUA) e mantidas sob refrigeragcao, até serem analisadas.

////”///////////////////MW

dmm s

Figura 4. Camara de passagem — vista externa
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Figura 5. Colheita de amostras de tecidos para o isolamento microbiolégico®

4.10. Bacteriologia

Os suabes retais eram imediatamente colocados em tubos com 10 mL de
caldo GN-Hajna para enriquecimento priméario (37°C, 24 horas). ApOs este
enriqguecimento, aliquotas de 0,1 mL e 1 mL foram transferidas para os caldos
Rappaport-Vassiliadis  (RV) e  Tetrationato  Mdaller-Kauffmann  (TT),
respectivamente, prosseguindo-se por incubacao por 24 horas a 41°C no RV e 48
horas a 37°C no TT. Na sequéncia, uma alcada dos mesmos foi transferida para
placas contendo agar xilose-lisine-tergitol (XLT-4) (Bacto XLT-4, 223420, Difco) e

? Necropsia realizada no Laboratério de Pesquisa em Suinos — Departamento de
Clinica e Cirurgia Veterinaria - FCAVJ-UNESP
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verde brilhante modificado (VBM) (Oxoid, CM329), ambos contendo &cido
nalidixico (50ug/mL), as quais ficaram incubadas por mais 24 horas a 37 °C
(FRESCHI, 2007).

As amostras de tecido foram processadas de acordo com protocolo descrito
por HURD et al. (2001). Os tecidos, logo apdés a colheita foram flambados e
transferidos para sacos plasticos estéril. Agua peptonada tamponada a 2% (Oxoid,
CM509) foi adicionada, no volume de 200 mL a cada amostra, as quais foram
homogeneizadas utilizando-se homogeneizador de amostras patogénicas
(MA440/CF, Marconi, Piracicaba, SP) a 260 rpm por 1 minuto. As amostras foram
incubadas a 37°C por 24 horas. Posteriormente, aliquotas de 0,1 mL e 1 mL foram
transferidos aos caldos RV e TT, seguindo mesmo procedimento feito para
amostras de suabes.

Nas placas de XLT-4 e VBM, as colénias apresentando caracteristicas
morfoloégicas proprias ao género Salmonella foram transferidas para tubos
contendo agar triplice agucar ferro (TSI) (Oxoid, CM277) e agar lisina (LIA) (Oxoid,
CM381). Todas as cepas presuntivamente identificadas como S. enterica foram
confirmadas utilizando-se soro polivalente flagelar O (poli-O) e anti-antigeno do
Grupo D (anti-D) (Probac do Brasil, Sdo Paulo, SP). O protocolo de isolamento

utilizado esta ilustrado na Figura 6.
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enviquecimento | gisrsic GN-Hajna T
seletivo (banho-maria)

9mL
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Figura 6. Esquema representativo do protocolo de isolamento bacteriolégico

utilizado para deteccédo de Salmonella Panama™®*
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4.11. Teste de ELISA

O teste de ELISA indireto para o monitoramento da infec¢ao por Salmonella
em suinos foi desenvolvido pela EMBRAPA Suinos e Aves, Concérdia — SC, com
a finalidade de monitorar rebanhos para a infeccao pelos sorotipos de Salmonella
mais prevalentes em suinos no sul do Brasil. Este teste foi produzido a partir de
antigeno lipopolissacarideo de Salmonella Typhimurium e apresenta reacao
cruzada para os sorotipos Agona, Derby, Bredney e Panama.

Neste trabalho foram colhidas amostras de sangue em dois momentos: na
chegada dos leitdbes ao Laboratério, no inicio do periodo de monitoramento pré-
inoculacado (219 dia de idade), e ao final do periodo experimental (42° dia de
idade). Colheu-se, ainda na granja, amostra da porca, mae dos leitdes utilizados
neste estudo. O material foi enviado ao Laboratério de Microbiologia da

EMBRAPA que gentilmente realizou os testes ELISA.



5. RESULTADOS

5.1. Periodo pré-inoculacao

5.1.1. Selecao da granja
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Os resultados da aplicacdo de questionério, realizado para a selecao da

granja que forneceria os animais experimentais, conforme critérios indicados pelo

MAPA, 2002 — Instrucdo Normativa n? 19, elegeu a Granja Santa Paula, localizada

no municipio de Colina — SP. A pontuacdo atingida pela granja (4 pontos),

classifica-a como granja “A” — bem protegida, conforme Quadro 3, a seguir.

Quadro 3. Resultado da avaliacado do grau de vulnerabilidade da granja produtora

de suinos a entrada de patégenos externos. Modelo proposto pela Instrucédo
Normativa n® 19 de 2002 - MAPA, 2002

Variaveis Critérios Pontuacdes | Obtido
ha granja
1. Distancia com a unidade de Maior de 3,5 km 0
producao de suinos mais proxima | De 1 a 3,5 km 1 0
néo certificada ou abatedouro de De 500 ma1km 2
suinos. menor de 500m 3
2. Densidade de rebanhos suinos 1 rebanho 0
em um raio de 2 a 3 rebanhos 1 0
3,5 Km 4 ou mais rebanhos 2
3. Granjas fornecedoras de reposicao propria ou por 0
suideos para reposicao do plantel. | histerectomia
1 fornecedor 1 1
2 fornecedores 2
3 ou mais fornecedores 3
4. Distancia de rodovia que maior de 500m 0
transporta suinos de 300m a 500m 1 0
menor de 300m 2
5.1 Qualidade do isolamento da 6tima — cerca dupla intercalada 0
granja - cercas com cinturdo verde
muito boa — cerca de tela 1
afastada pelo menos 50m dos
galpdes 1
boa — cerca de tela com menos 2
de 50m dos galpdes
razodvel — apenas cerca nao 3

telada
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5.2 Qualidade do isolamento da
granja — cinturdo verde

distancia entre as instalacdes e
a linha externa do cinturao
verde de no minimo 50m

distancia entre as instalacdes e
a linha externa do cinturao
verde menor que 50 m.

ndo possui cinturdo verde

6. Controle de visitas na granja

ocasional com vazio sanitario
de 72 h, sistema de banho com
troca de roupas e calgados e
banheiro com area suja e
limpa.

ocasional com vazio sanitario
de 48 h, sistema de banho com
troca de roupas e calgados e
banheiro com area suja e
limpa.

ocasional com vazio sanitario
de 24 h, sistema de banho com
troca de roupas e calgados e
banheiro com area suja e
limpa.

7. Existéncia de quarentenario

sim, distante no minimo 500m
com cinturdo verde ou nao
introduz suinos no rebanho.

sim, mas com menos de 500m
do rebanho ou sem cinturao
verde.

Introduz os suinos de
reposicao sem fazer
quarentena

8. Racao fornecida aos animais

ndo usa farinhas de origem
animal

o

usa farinhas de origem animal

9. Origem da ragao fornecida aos
animais

fabrica prépria na propriedade

fabrica de terceiros

10. Transporte do alimento usado
na granja

graneleiro ou caminhao que
nao transporta suinos.

o= o

caminh&o que transporta
suinos

Pontuacao total obtida na granja

5.1.2. Resultados do monitoramento ambiental

A Tabela 2 mostra os resultados dos isolamentos microbioldgicos
realizados para monitoramento inicial pré-inoculagdo para a presenca de
contaminacdao por Salmonella sp. As analises foram feitas no periodo pré-

inoculacao envolvendo amostras da mae dos leitdes (suabe retal), do ambiente de
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criacdo (piso da cela parideira), das gaiolas individuais, dos isoladores e da agua
e racao fornecida aos leitdes. Conforme exposto na Tabela 2, todos os resultados
foram negativos para presenca de Salmonella sp.

Tabela 2. Resultados das andlises de isolamento bacteriolégico para Salmonella

sp. no monitoramento ambiental

Material Freqiéncia Resultado
Suabe retal da porca mae 1vez Negativo
Suabe da cela de maternidade (granja de origem) 1vez Negativo
Suabe das gaiolas individuais (periodo pré-inoculacéo) 3 vezes Negativo
Suabe dos isoladores (3) pos lavagem e desinfeccao 1vez Negativo
Racéo 5 vezes Negativo
Agua 5 vezes Negativo

5.1.3. Resultados do monitoramento dos animais no periodo pré-inoculacao

No periodo pré-inoculacao foi feita trés colheitas de fezes através de
suabes retais para analise microbioldgica, com intervalo de dois dias cada. Nesta
analise os meios de cultura para isolamento ndo continham &acido nalidixico
(50ug/mL). Todos os resultados foram negativos quanto a presencga de Salmonella
sp. (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados da detecgdo de Salmonella sp. pelo isolamento
bacteriolégico a partir de amostras de suabes retais colhidos individualmente dos
suinos no periodo de adaptacao

Leitao Leitao Leitao Leitao Leitao Leitao
Dias de Colheita 1 2 3 4 5 6

(-), negativo; ( + ), positivo
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5.2. Periodo pés-inoculacao

5.2.1. Monitoramento pés-inoculacao

No periodo de monitoramento po6s-inoculacao, os leitbes encontravam-se
dentro dos isoladores, e foram feitas diariamente, respeitando sempre o intervalo
de 24 horas, as colheitas de fezes através de suabes retais, durante os 14 dias.

Nao foram encontradas amostras positivas para Salmonella sp. nas
amostras dos suabes colhidos dos leitdes controles (C1 e C2) e dos leitdes
sentinelas (S3 e S4), no entanto, nos leitdes inoculados, o leitdo 16, 24 horas apds
a inoculacdo, ou seja, na primeira colheita foi possivel isolar a Salmonella

Nal+

Panama™", sendo que ja havia iniciado a excre¢ao do microrganismo. Dos leitdes

infectados (15 e 16), com discreta intermiténcia, foram isolados Salmonella

Panamaa"*

em praticamente todos as colheitas (Tabela 4).

Péde-se observar durante todo o periodo pés-inoculacdo que os leitdes
inoculados (15 e 16) apresentavam sinais clinicos aparentes de uma infeccao
entérica, pois desenvolveram um quadro de diarréia. Porém esta diarréia
aparentemente era leve (ou branda), pois os leitbes inoculados tinham
comportamento e desenvolvimento corporal semelhantes aos demais e, no

consumo de racao e agua nao foi notado diferenca entre os grupos.
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Tabela 4. Resultados da deteccao de Salmonella Panama™™ pelo isolamento
bacteriolégico a partir de amostras de suabes retais colhidos individualmente dos

suinos nos isoladores. Jaboticabal-SP, 2007

Isolador 1 Isolador 2 Isolador 3
Dia (animais controle) (animais inoculados) (animais sentinelas)
C1 C2 15 16 S3 S4
1 - - - - - -
20 - - + - - -
3¢ - - - - - -
4° - - - - - -
5¢ - - + - - -
62 - - + - - -
7° - - + + - -
82 - - + + - -
92 - - + - - -
102 - - + + - -
11¢ - - - - - -
12¢ - - - - - -
13¢ - - + - - -
142 - - - + - -

(=), negativo; ( + ), positivo

5.2.2. Necropsia e exames microbiolégicos post mortem

Os animais foram eutanasiados e necropsiados no 142 dia pds-inoculacao.
No exame macroscopico dos 6rgaos durante a necropsia ndo foi encontrada
nenhuma alteracao. Foram coletados os tecidos para o isolamento microbiolégico.
Para os animais dos grupos controle e sentinela ndao foram isolados Salmonella
sp. em nenhuma das amostras examinadas, diferente dos animais do grupo

inoculado, onde quase a totalidade das analises revelaram-se positivas (Tabela 5).
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Tabela 5. Resultados da detecgdo de Salmonella Panama™" pelo isolamento

bacteriolégico a partir de amostras de tecidos. Jaboticabal-SP, 2007

Animais Animais Animais
controles inoculados sentinelas

Tecidos Ci C2 15 16 S3 $4
Linfonodos Mandibulares - -
Tonsilas - -
Pulmao - -
Figado - -
Baco - -
Linfonodos ileo-Colicos - -
Linfonodos Mesentérios - -
Jejuno - -
ileo - -
Conteudo do Ceco - -
(-), negativo; ( + ), positivo

+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +

5.3. Teste de ELISA

Foram enviadas a EMBRAPA Suinos e Aves as amostras de soro para
realizacdo do teste ELISA. Estas amostras eram da porca mé&e, dos animais no
primeiro dia pré-inoculacédo (logo ap6s o desmame), e dos animais ao final do
periodo no isolador, na ocasido da necropsia. Os resultados encontram-se no
Quadro 4.
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Quadro 4. Resultados dos testes de ELISA realizados nos animais pré e pos-

inoculagao
Amostras Identificacao Interpretacao

1 Porca Mae positivo

2 pré-inoculacéo - Leitao 1 positivo

3 pré-inoculacao - Leitdao 2 positivo

4 pré-inoculacao - Leitdao 3 negativo

Protocolo 5 pré-!noculag?o - Le!taZlo 4 negativo
ELISA 6 prg-!noculag?o - Le!tajo 5 negajlt.lvo
Typhi20307 7 pré-inoculacao - Leitao 6 positivo
8 pés-inoculacao - C1 negativo

9 pés-inoculacao — C2 negativo

10 poés-inoculacao — S3 negativo

11 poés-inoculacao — S4 negativo

12 pés-inoculacao — 15 negativo

13 pés-inoculacao — 16 negativo

5.4. Antibiograma e Sorotipificacao

Uma das amostras de Salmonella Panama

NAL+

um dos animais inoculados foi submetida a antibiograma e sorotipificagao.

recuperada dos tecidos de

O antibiograma resultou no mesmo perfil de resisténcia aos antibidticos que

a bactéria havia revelado no primeiro exame realizado por ocasidao do preparo do

indculo. Na sorotipificacdo determinou-se que a amostra era Salmonella enterica

subsp. enterica sorotipo Panama, conforme resultados fornecidos pelo Instituto
Adolfo Lutz, em Sao Paulo — SP.
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho  objetivou-se avaliar, sob  condicbes
experimentalmente induzidas, a importancia do contato naso-nasal na transmisséao
de Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo Panama, entre leitdes
desmamados. Nao foi possivel demonstrar, conforme evidencia os resultados
apresentados nas Tabelas 4 e 5, a transmissao do agente entre o grupo de leitdes
infectados e o grupo de leitdes sentinela.

Como pode ser visto, trés pares de leitbes foram alojados isoladamente,
cada qual em uma camara de isolamento. Os leitdes controles ocuparam uma das
camaras, que recebeu aeracao prépria. Os leitdes infectados e sentinelas
ocuparam cada qual uma camara e a aeragao, para estes dois grupos, foi
conjunta — o ar inicialmente entrava na camara dos animais sentinela e desta
passava para a camara contigua, que alojava os leitdes infectados. A
transferéncia do ar era feita através de um orificio que permitia a comunicacéo
entre as duas camaras.

O orificio era elevado do piso e com diametro adequadamente projetado,
permitia apenas que os animais de uma baia tocassem, com o focinho, os animais
da baia contigua. Admitiu-se com este planejamento experimental, que se a
infeccdo fosse transferida dos animais infectados para os animais sentinela, o fato
seria decorrente do contato naso-nasal ocorrido entre os animais dos dois grupos.

A real origem da infeccdo, no caso, poderia decorrer do contato com
secrecdes nasais ou com as fezes que, muito freqientemente, podem estar
presentes no focinho dos animais. As salmonelas podem ser facilmente isoladas
de descargas nasais de suinos infectados (SCHWARTZ, 1999). Ha comprovacéao
de que os tecidos linféides nasais associados (NALT) sao importantes locais de
invasdo para S. Typhimurium em suinos (FEDORKA-CRAY et al.,, 1995). O
comportamento de fucar dos suinos habitualmente favorece a presenca de
material fecal nas cavidades nasais (BASKERVILLE e DOW, 1973).
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A infeccéao, entretanto, ndo se transferiu fato que corrobora observacdes de
FRESCHI (2007) em seu estudo com a S. Derby e OLIVEIRA (2007) com S.
Agona, ao mesmo tempo em que contrariam achados de OLIVEIRA (2007) com a
S. Thyphimurium. Muitas seriam as causas a justificar os resultados observados.
A nao infecgdo dos leitdes inoculados, o ndo contato entre os leitbes das duas
baias, a baixa viruléncia ou o baixo titulo de eliminagdo do agente nas fezes
seriam, possivelmente, as justificativas mais plausiveis.

Como demonstram os resultados apresentados na Tabela 4, a infeccao dos
leitbes foi satisfatoriamente induzida. Ja no primeiro dia pos-inoculacdo foi
possivel isolar o agente das fezes dos animais inoculados e sua eliminagdo nas
fezes persistiu durante todo o periodo, 0 que corrobora observagdes de
FEDORKA-CRAY et al. (1994), OLIVEIRA et al. (2006), OLIVEIRA et al. (2007) e
FRESCHI (2007). Foi possivel evidenciar a intermiténcia na eliminacdo da
salmonela. Interessante € observar que do 6° dia pds inoculagao até o 10° dia os
dois animais inoculados excretaram salmonela constantemente, sugerindo um
pico de excregao.

Os resultados mostrados na Tabela 5 revelam que nao apenas a infeccéao
se efetivou, mas se difundiu além dos limites gastrentéricos, ja que a bactéria
inoculada pode ser recuperada de linfonodos e diversos érgaos internos, duas
semanas apo6s a inoculacdo. Obteve-se, pois, uma infeccdo sistémica, fato que
caracteriza o sorotipo como relativamente virulento.

Uma diferenga importante dos outros ensaios realizados foi que a cepa
utilizada (Salmonella Panama) era oriunda de isolados de linfonodos mesentéricos
de animais a campo e a dose inoculada foi maior que as usadas nos demais
experimentos (2,16 x 10'° UFC/ml).

O modelo experimental empregado, ja foi testado anteriormente (FRESCHI,
2007; OLIVEIRA et al.,, 2007). Porém neste ensaio havia uma diferenca. No
sistema usado nos trabalhos anteriores ndo era possivel fazer a colheita de fezes
diretamente no reto dos animais, pois a montagem do sistema ndo permitia,

somente foi feita a colheita de fezes a partir do saco de dejetos. Para este estudo
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os isoladores foram adaptados, de modo a viabilizar colheitas diarias de fezes
diretamente do reto dos animais.

Os resultados obtidos por OLIVEIRA (2007), que observaram a
transferéncia da infeccao pela via naso-nasal de Salmonella enterica subespécie
enterica sorotipo Typhimurium, indicam a aplicabilidade do modelo (validade para
outros sorotipos). Também estes resultados sugerem que o contato naso-nasal
entre os leitdes ocorre. Afora esta observacdo vale ressaltar que em todos os
estudos onde foi empregado o presente modelo, foi possivel observar que os
animais das duas baias se tocavam varias vezes ao dia.

O teste de ELISA realizado detectou a presenca de anticorpos maternais
em 3 dos 6 leitdes no periodo pré inoculacdo, assim como na porca mae,
evidenciando o contato da porca em alguma ocasido de sua vida com a
Salmonella sp. e a transferéncia dessa imunidade aos leitdes. Os isolamentos
microbiolégicos realizados no periodo pré inoculacdo asseguram que naquele
momento nao havia circulagcdo do patdégeno. Ja ao final do experimento todos os
animais foram negativos, inclusive os infectados, resultado que corrobora com
VAN DER WOLF et al. (2001) e VAN DER GAAG et al. (2004), que demonstraram
a soroconversao para Salmonella sp. aos 21 dias pos infeccdo, sendo que neste
ensaio foram14 dias pos inoculacao.

A eliminagdo de quantidades insuficientes do agente nas fezes ou a sua
baixa transmissibilidade, possivelmente representem as melhores justificativas
para os resultados obtidos neste trabalho. Este e outros trabalhos ja realizados
(FRESCHI , 2007; OLIVEIRA et al., 2007), todos conduzidos com igual propésito e
metodologia, fazem supor que a biologia e caracteristicas dos diversos sorotipos
de Salmonella sp. é realmente diversificada e muitos outros estudos devem ser

conduzidos até que se obtenha a necessaria compreensao deste importante tema.
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7. CONCLUSAO

Com base no material e metodologia empregados no presente estudo foi
possivel demonstrar que:

e A infeccdo experimental de suinos com Salmonella enterica subsp.
enterica sorotipo Panama é viavel, podendo produzir infeccao

sistémica em leitdes jovens.

e N&o foi possivel demonstrar a transferéncia naso-nasal do agente

entre leitdbes desmamados.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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