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INFECCAO EXPERIMENTAL DE SALMONELLA ENTERICA SUBESPECIE
ENTERICA SOROTIPO PANAMA E TENTATIVA DE TRANSMISSAO AEREA
EM LEITOES DESMAMADOS

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar infec¢ao por Salmonella enterica
subespécie enterica sorotipo Panama e a possibilidade de transmissao aérea de
entre leitbes desmamados. Seis leitdes recém-desmamados e sadios foram
igualmente distribuidos na formacao dos trés grupos experimentais — o grupo-
controle, o grupo infectado e o grupo-sentinela. Os animais foram alojados dois a
dois em trés camaras de isolamento especialmente projetadas para o estudo, que
garantiam ndo apenas que os animais fossem mantidos completamente isentos de
contacto com o ambiente externo mas que o fluxo de ar unidirecional, no sentido
animais-controle - animais infectados — animais-sentinela, fosse a Unica maneira
de disseminacao do agente. Salmonella Panama com resisténcia induzida ao

acido nalidixico (Salmonella Panama™®")

foi utilizada na preparacao do inéculo.
Andlises microbioldégicas de suabes retais dos animais foram realizadas
diariamente em todos os animais durante os 14 dias subseqlentes a inoculacéo,
apos o0 que os animais foram eutanasiados e necropsiados, visando anélises
microbioldgicas de amostras de 6érgdos internos. As analises bacteriolégicas
iniciaram-se pelo pré-enriquecimento das amostras, em caldo GN-Hajna para as
amostras de fezes e a agua peptonada tamponada para os érgdos internos.
Prosseguiram pelo enriquecimento em caldo Rappaport-Vassiliadis e em
Tetrationato Muller Kaufmann para entdo serem semeadas nos agares xilose lisina
tergitol 4 (XLT4) e verde-brilhante modificado, ambos suplementados com &cido
nalidixico. Colbnias caracteristicas foram submetidas as provas bioquimicas, em
agar triplice acucar ferro (TSl) e agar ferro lisina (LIA) e posteriormente a
avaliacao soroldgica. Amostras de sangue foram colhidas de todos os animais e,
submetidas ao teste ELISA. Os resultados encontrados demonstraram que o
indculo foi capaz de induzir infeccdo sistémica nos animais inoculados, mas a
transmissdo do agente aos animais-sentinela nao foi comprovada.

Palavras-chave: Salmonella, suinos, transmissdo aérea, ELISA.
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EXPERIMENTAL INFECTION OF SALMONELLA ENTERICA SUBESPCIES
ENTERICA SEROTYPE PANAMA AND ATTEMPT OF AERIAL TRANSMISSION
IN WEANED PIGS

ABSTRACT — The aim of this study was to evaluate the experimental infection
wich Salmonella serotype Panama and the airborne transmission of among
weaned piglets. Six weaned piglets were used and distributed in three groups of
animals - group 1 (control), group 2 (infected) and group 3 (sentinels). All animals
were housed in three stainless-steel glass isolation cabinets connected by
unidirectional airflow air ducts. Animals didn't have contact with the external
environment, guaranteeing that airflow was the unique way of the agent's spread.
An induced nalidixic acid resistant strain of Salmonella Panama (Salmonella

Panama &)

were used to induce infection in one of the groups. Bacteriological
analyses of rectal swabs were implemented daily within 14 days after inoculation.
For bacteriological exams of internal organs animals were euthanized and
necropsied. A pre-enrichment in broth GN-Hajna for the fecal samples and in
buffered peptone water for the internal organs samples were conducted.
Subsequently, samples were transferred to Rappaport-Vassiliadis and Tetrationato
Miller Kaufmann. The samples were transferred to the agar xylose-lysine-tergitol 4
(XLT4) and to a modified brilliant green media, both supplemented with nalidixic
acid. Characteristic colonies were submitted to the biochemical tests triple sugar
iron agar (TSl) and lysine iron agar (LIA) and later to the serological prove.
Samples of blood were taken twice - before Salmonella inoculation and before
euthanasia of the piglets. Sera was submitted to the ELISA test. Results showed a
Salmonella systemic infection in the inoculated animals (infected group), but there

were no evidence of Salmonella transmission to the sentinel group.

Keywords: Salmonella, piglet, swine, airborne transmission, ELISA.



I. INTRODUGCAO

Organismos do género Salmonella sao importantes agentes de toxinfecgao
alimentar. O potencial zoondético destes agentes ja € conhecido ha mais de um
século e atualmente representa sério problema de saude publica, tanto em paises
desenvolvidos, como em desenvolvimento.

A crescente globalizagdo do comércio de produtos de origem animal e o
conseqlente aumento dos volumes de compra tém determinado maior
competitividade entre as empresas do setor, ampliando, item a item, a exigéncia
por produtos mais seguros. E tem sido o consumidor que, mais esclarecido sobre
0s riscos de contaminacdo, tem clamado pela melhor qualidade sanitaria dos
produtos carneos. Todo esse conjunto de realidades constitui-se em objeto de
competicdo entre todos aqueles que participam do mercado de exportadores.
Inserido nesse grupo, o Brasil, além de maior viabilidade, tem mostrado grande
capacidade para ampliar a produgcdo e, de modo competitivo, expandir sua
industria agropecuaria. Mas além das vantagens comparativas na produtividade, o
Brasil necessita evoluir e competir com a melhor qualidade sanitaria de seus
produtos. A auséncia de padrdes de qualidade pode representar elemento de

restricdo ou até de alijamento, para este mercado cada vez mais exigente.

Em todo esse contexto, a carne e os produtos suinos assumem especial
importancia, ja que essa espécie animal, além de participar e contribuir fortemente
para a ampliagdo das receitas brasileiras de exportagdo, tem importante papel
como reservatério e fonte de contaminacdo para indmeros sorotipos de
Salmonella. Apenas alguns poucos sorotipos, identificados como adaptados,
causam doencga clinica na espécie suina. A grande maioria, constituida por
sorotipos nao adaptados, é excretada intermitentemente pelos animais portadores
e representa a principal fonte para a contaminagdo da carcaga desses animais,
por ocasido do abate. Logo, a epidemiologia desta infeccao na espécie suina deve
ser enfocada sob dois aspectos distintos: a salmonelose como infecgao clinica e a
contaminacao por Salmonella em carcagas suinas e seus produtos.



A doenca clinica suina tem se revelado como de pouca importancia, nos
dias atuais. Decorre, de modo geral, do uso de farinha de carne contaminada na
elaboragdo das ragbes fornecidas aos animais, e a epidemiologia dessas
infecgbes, muitas das vezes, é facilmente determinada. A participagdo dos suinos
como portadores e reservatorios da infecgdo para o homem é que representa fato
relevante, e muito tem sido investido para o adequado esclarecimento da
epidemiologia deste processo. Sabe-se que se trata de tema de grande
complexidade e muito ainda ha a esclarecer até que seja possivel estabelecer um

programa realmente eficiente para o controle da infecgao.

Estudos ja demonstraram que os padrdes de transmissao e de infectividade
podem variar amplamente, na dependéncia do sorogrupo referido. Muitos sdo, por
outro lado, os sorogrupos que podem ser envolvidos em episédios de toxinfeccao
alimentar. E imperativo desta forma que estudos sejam conduzidos no sentido de
esclarecer o comportamento especifico de cada um destes sorotipos.

OBJETIVOS

Observar importancia e a dinamica da infecgdo por Salmonella enterica

subespécie enterica sorotipo Panama em suinos experimentalmente infectados.

Estudar a importancia da via aérea na transmiss@o de Salmonella enterica

subespécie enterica sorotipo Panama na espécie suina.



Il. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Classificacao taxondémica e caracteristicas do género Salmonella

Organismos do género Salmonella devem o seu nome ao bacteriologista
veterinario Daniel Elmer Salmon, que junto com Theobald Smith isolaram e
descreveram pela primeira vez o que chamaram, em 1885, de bacilo da peste
suina. Mais tarde, este microrganismo passou a ser denominado Salmonella
Cholerasuis (FEDORKA-CRAY et al., 2000; LABACVET, 2007).

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae, composto por
bacilos Gram-negativos nao esporulantes, intracelulares facultativos e geralmente
moveis, com flagelos peritriquios (EDWARDS & EWING, 1986; EKPERIGIN &
NAGARAJA, 1998), exceto a Salmonella Galinarum e a S. Pulorum (LABACVET,
2007). Nos ultimos anos, o género vem sofrendo constantes modificacoes
(EUZEBY, 1999, BRENNER et al., 2000), entretanto, atualmente, a classificacdo
utiizada é a proposta por LE MINOR & POPOFF (1987), a qual sugere a
existéncia de duas espécies, a Salmonella enterica e a Salmonella bongori. A
primeira contém seis subespécies - a enterica, a salamae, a arizonae, a
diarizonae, a indica e a houtenae, também conhecidas como subespécies I, Il llla,
lllb, IV e VI, respectivamente (LE MINOR & POPOFF, 1987). A ubiqiidade do
género envolve praticamente todos vertebrados, incluindo anfibios, répteis,
mamiferos marinhos (LAX et al., 1995) e alguns invertebrados, como caracéis e
baratas (DEVI & MURRAY, 1991). Animais de sangue quente sdo acometidos
apenas por integrantes da subespécie | (S. enterica subsp. enterica) (UZZAU et
al., 2000). De uma grande variedade de sorotipos, somente 50 sorotipos de
Salmonella, todos pertencentes a subespécie citada, tém sido associados aos
episodios de salmonelose em seres humanos e animais (JOSEPH, 1988).

Bioquimicamente as salmonelas caracterizam-se por ndo fermentar a

lactose (exceto S. enterica subesp. arizonae e S. enterica subesp. diarizonae),



fermentam glicose com producao de gas (exceto S. Typhi), ndo produzem indol,

néao degradam a uréia e descarboxilizam lisina e ornitina (KONEMAN et al., 2001).

As salmonelas podem, ainda, ser classificadas em dois grupos distintos em
relagdo ao hospedeiro que parasitam. Desta maneira, classificamo-las como
sorotipos hospedeiro-adaptados e nao-adaptados. Os sorotipos hospedeiro-
adaptados compreendem aqueles quase que restritos a uma espécie animal e que
frequentemente causam doenga clinica sistémica. S. Typhy em humanos, S.
Dublin em bovinos, S. Cholerasuis em suinos e S. Galinarum sao exemplos de
salmonelas hospedeiro- adaptadas (SCHWARTZ, 1999). O grupo de salmonelas
nao-adaptadas ao hospedeiro engloba sorotipos comuns a muitas espécies
animais e que determinam, na maioria das vezes, infeccdo assintomatica ou
doenca autolimitante, restrita ao trato intestinal (DAVIES et al.,1997b).

Uma grande variedade de sorotipos pode infectar os suinos. A doencga
clinica geralmente é causada pelos sorotipos Salmonella Choleraesuis e
Salmonella Typhimurium (SCHAWRTZ, 1999). A importancia da S. Cholerasuis
tem declinado drasticamente em algumas partes do mundo. Até a década de
1970, ela foi regularmente isolada e identificada como principal agente nos casos
de salmonelose suina na Gra Bretanha. Em 1976, S. Choleraesuis foi responsavel
por 10,0% (LINTON, 1979), e em 1995, por apenas 4,0% dos casos registrados
nessa regiao (GRESHAM, 1996). Atualmente ndo se encontram muitos relatos
envolvendo esse sorotipo.

A S.Typhimurium é o principal sorotipo nao adaptado encontrado em
suinos, capaz de causar as formas generalizada e localizada da salmonelose
nesta espécie e possui importancia crescente nos surtos de salmonelose suina e
humana em diversas regibes (BAGGESEN & WENEGER, 2004), sendo
responsavel por 65% dos casos de salmonelose em humanos na Gra-Bretanha
(GRESHAM, 1996). Além deste, uma grande variedade de sorotipos nao-
adaptados, muitos deles potencialmente patogénicos para o homem (BORCH et
al., 1996), como os sorotipos Derby, Kedougou, Panama, Choleraesuis e Give,



tém sido isolados de suinos, a partir de amostras colhidas em frigorificos, durante
0 processo de abate de animais aparentemente sadios (HARVEY et al., 1977).

LEE et al. (1972) consideraram o freqliente isolamento de S. Panama em
suinos e produtos derivados indicacdo de adaptagdo evolutiva desse sorotipo a
espécie suina. O mesmo parece ocorrer com a Salmonella Derby, ja que esta
parece ter se tornado adaptada a espécie e, atualmente, é uma das mais isoladas
na Europa e nos E.U.A. (DAVIES, 1997a).

2.2 Epidemiologia e importancia na espécie suina

Varias sao as fontes de introducdo de Salmonella enterica em rebanhos
suinos. A aquisicdo de animais infectados, agua, ragdes e ingredientes
contaminados, vetores, funcionarios ou visitantes sdo os principais meios de
introducdo mecanica do agente nas granjas (HEARD, 1969). No entanto a
importancia relativa de cada uma dessas fontes parece ser dinamica e particular
de cada granja (DAVIES & FUNK, 1999).

Pelo fato da bactéria ser eliminada nas fezes dos animais infectados
(FEDORKA-CRAY et al., 2000), sobreviver e proliferar fora dos hospedeiros,
ocorre um continuo ciclo de contaminacdo fecal-oral, originando problema
sanitario de dificil controle (BERENDS et al., 1996). Sendo a infeccéo fecal-oral a
mais frequiente, atencado especial deve ser dada a ingestdo de racdo contaminada
por fezes contendo Salmonella (SCHAWRTZ, 1999). HARRIS et al. (1997),
analisando amostras de ragao e ingredientes destinados a suinos, identificaram
sete sorotipos de Salmonella (S. Worthington, S. Anatum, S. Heidelberg, S.
Agona, S. Montevideo, S. Oranienberg e S. Derby) comumente isolados de suinos
e seres humanos.

Além das fontes de introducdo do agente nas granjas, aspectos
relacionados ao manejo apresentam igual importdncia na epidemiologia e
transmissdo da Salmonella. Paralelamente as fontes de introducdo do agente,
ciclos internos de contaminacao por Salmonella parecem ser caracteristicos de
cada granja (CARLSON & BLAHA, 2001). O suino atua como um filtro biolégico,



concentrando e excretando Salmonella com diferentes propriedades infectantes
(LINTON, 1979). A probabilidade de transmissdo de uma determinada baia para
as adjacentes é estimada em 90% (BERENDS et al.,1996). Altas
densidades, estresse de transporte e doengas nutricionais ou infecciosas
concomitantes sao fatores determinantes do aumento da eliminacdo de
Salmonella pelas fezes dos hospedeiros e a aquisicdo da infecgdo pelos animais
expostos. Assim, a contaminagdo ambiental da creche e da terminacao seriam as
principais causas das infec¢cdes endémicas por salmonelas nas granjas suinas
(BERENDS et al., 1996; GRESHAM, 1996; DAVIES et al., 1998). Portanto, a
reducdo da contaminagdo ambiental por meio da desinfeccdo e do controle de
vetores seriam as medidas mais efetivas no controle das infecgdes por Salmonella
(GRESHAM, 1996).

Estudos demonstram que suinos experimentalmente inoculados eliminam
grande numero de bactérias nas fezes por periodos prolongados (WOOD et al.,
1989). Geralmente o0s animais susceptiveis adquirem a infeccdo quando
colocados em ambiente contendo fezes contaminadas (FEDORKA-CRAY et al.,
1994; HURD et al., 2001).

O sistema de lamina d’agua, comumente empregado em baias de
terminagdo, sugere que esta possa constituir importante meio para a difusdo da
infeccdo por Salmonella entre os animais ali alojados. DAVIES et al. (1998)
descreveram o isolamento de Salmonella sorotipo Agona de suinos criados em
sistemas similares ao da lamina d’agua. Resultados similares foram encontrados
por FRESCHI (2007), ao realizar, recentemente, um estudo experimental sobre as
vias de transmissdo de Salmonella, demonstrando a transmissdo de S. Derby
através da lamina d’agua, entre as baias de animais infectados e sentinelas.
Resultados divergentes foram encontrados por OLIVEIRA (2001) ao estudar a
importancia da lamina d’agua em granjas comerciais. No entanto a importancia da
transmissao hidrica de Salmonella no interior das granjas de suinos deve ser

considerada.



FEDORKA-CRAY et al. (2000) sugeriram considerar outros mecanismos de
transmissédo para a Salmonella, incluindo a via aerégena. Ja& em 1966, HEARD &
LINTON chamaram a atencdo para a importdncia dessa via em granjas com
sistemas intensivos de confinamento, uma vez que aerossbis podem ser
facilmente gerados a partir das fezes e da agua, durante a limpeza das baias ou o
manejo de dejetos (STARK, 1999). O freqliente isolamento de Salmonella
Enteritidis do ar de galpdes de frango (LEVER & WILLIAMS, 1996) indica que a
via aerdgena de transmissao pode ser relevante também nas granjas suinas. De
fato, a Salmonella é freqlientemente isolada de particulas de poeira em granjas
suinas (RAJIC et al., 2005) e estas tém capacidade de manter-se por longos
periodos em aerossodis (McDERMID & LEVER, 1996). Esses mesmos autores
demonstraram que a Salmonella Typhimurium apresentou 100% de viabilidade em
aerossodis, comparada a 70% de viabilidade apresentada pela Salmonella
Enteritidis. Desta forma, a real importancia dos aerosséis na transmissdao de
Salmonella entre suinos confinados necessita ser avaliada (DAVIES & FUNK,
1999).

Estudos experimentais ja reproduziram a doenca com sucesso, mediante a
infeccdo com aerossois contendo Salmonella (MINEV et al., 1981), inclusive em
animais esofagotomizados. FEDORKA-CRAY et al. (1995), trés horas apés
instilagdo nasal de S. Typhimurium em suinos esofagotomizados, isolaram a
mesma de linfonodos mesentéricos, evidenciando a importancia do trato
respiratorio superior, pulmdes e tonsilas como portas de entrada alternativas para
a infeccdo. WATHES et al. (1988), utilizando bovinos e ratos, demonstraram a
necessidade de menores doses infectantes na producdo de infec¢do pela via
respiratoria, comparada a dose utilizada na via oral, fato também comprovado em
frangos (HUMPHREY, 1998). PROUX et al. (2001) observaram soroconversao em
suinos livres de patégenos especificos (SPF) que recebiam ar de um outro galpéo,
onde estavam alojados animais experimentalmente infectados por S.
Typhimurium. A transmissdo experimental da bactéria por meio de aerossois
contaminados ja foi demonstrada em aves (LEVER & WILLIANS, 1996), ratos



(TANNOCK & SMITH, 1971; WATHES et al., 1988) e bezerros (WATHES et al.,
1988). HARDMAN et al. (1991), analisando o perfil de transmissao de Salmonella
num sistema intensivo de recria de bezerros, atribuiram ser a via aerégena a mais
importante, quando comparada a via oral. Em estudo experimental utilizando
camaras fechadas e separadas apenas por condutores de ar, GAST et al. (1998)
demonstraram a participagdo dos aerossbis na contaminacdo ambiental por
Salmonella Enteritidis. Empregando sistema semelhante, OLIVEIRA et al. (2004)

demonstraram a transmissao aérea de Salmonella entre suinos desmamados.

Adicionalmente, a transmissao por meio do contato naso-nasal é admitida
em funcdo da presenca do agente nas secrecbes orofaringeas (SCHWARTZ,
1999). O contato direto entre animais infectados e nao infectados por Salmonella
foi considerado a principal via de transmissao entre suinos criados intensivamente
(LINTON, 1979). A transmissdao de Salmonella Typhimurium promovida pelo
contato naso-nasal entre leitdes da mesma faixa etaria alojados em baias com
sistema fechado foi demonstrada por GARCIA (2006). LINTON (1979)
demonstraram que o0 aumento na incidéncia da infeccdo foi diretamente
relacionado ao aumento na densidade animal. Esses achados podem sugerir que
o aumento na densidade animal possibilita maior contato social, facilitando a
transmissdo de Salmonella por meio do contato direto (FEDORKA-CRAY et al.,
1994). O estresse, decorrente do aumento da densidade na criagdo, pode
determinar o aumento na eliminacdo de Salmonella nas fezes dos animais
infectados, aumentando a pressao de infeccdo no ambiente e favorecendo a

transmissao por outras vias.

Os suinos infectados pelos sorotipos ndao-adaptados e que, geralmente, ndo
desenvolvem doencga clinica podem constituir importante fonte de infeccéo para
outros animais e seres humanos (GHOSH, 1972). Em muitos casos, essas
infeccdes subclinicas possuem duragcao desconhecida, emergindo como potencial
zoonose. Nas granjas onde a incidéncia de Salmonella é alta, pode, inclusive,
ocorrer infeccdo humana mediante contato direto com animais infectados

(GRESHAM, 1996). Mais frequentemente, no entanto, a salmonelose humana é



causada pela ingestdo de alimentos ou agua contaminados (TAUXE, 1991;
EKPERIGIN & NAGARAJA, 1998; BAGGESEN & WEGENER, 2004;).

Estudos realizados nos EUA mostram que alguns dos principais sorotipos
isolados de casos de salmonelose humana (S. Typhimurium, S. Enteritidis, S.
Heidelberg) estao freqlientemente presentes nos suinos em terminacao, revelando
a importédncia que a espécie suina pode ter na transmissdo dessa doenca
(DAVIES, 1997a). Salmonella Derby, S. Heidelberg, S. Typhimurium, S.
Mbandaka, S. Worthington e S. Tennessee foram o0s principais sorotipos
identificados em amostras de fezes de suinos criados em modernos sistemas de
producao (DAVIES et al., 1997b).

2.3 Presenca de Salmonella em carcacas suinas

A entrada sistematica de animais portadores e excretores de Salmonella
nas plantas frigorificas é a maior causa de contaminacdo dos produtos carneos
(KICH et al., 2007). Existe associacao positiva entre as prevaléncias de suinos
infectados por Salmonella nas granjas e ao abate, fato demonstrado por KICH et
al. (2007), em estudo realizado em frigorificos no sul do Brasil, demonstrando que
25% das carcacas contaminadas apresentaram os mesmos genétipos isolados
dos animais no pré-abate. SORENSEN et al. (2004) demonstraram associacao
linear positiva entre soroprevaléncia e presenca da bactéria em conteddo de ceco,
faringe e superficie da carcaga dos animais abatidos. Segundo os mesmos
autores, o isolamento de S. Typhimurium de amostras de linfonodos de suinos
sorologicamente negativos justifica a falta de associacdo linear entre
sorodiagnéstico e contaminacao de linfonodos mesentéricos. Comprovadamente,
S. Typhimurium pode ser isolada dos linfonodos mesentéricos de suinos até 28
semanas pos-infeccao (WOOD et al., 1989).

No Brasil, tem sido relatada a presenga de animais portadores
assintomaticos de Salmonella ao abate e a contaminagao do produto final. Estudo
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realizado no Rio Grande do Sul indicou que 55,66% dos suinos foram positivos ao
abate, entre 300 amostras coletadas em trés frigorificos sob Inspecédo Federal, e
os sorotipos mais prevalentes foram S. Typhimurium, S. Agona, S. Derby, S.
Bredeney e S. Panama (BESSA et al., 2004).

Em estudo recente realizado em frigorifico com Servico de Inspecao
Federal (SIF), também no Estado do Rio Grande do Sul, Salmonella foi isolada de
pelo menos uma das amostras colhidas em 79% (71/90) dos suinos avaliados
(CASTAGNA et al., 2004). Ocorreu, ainda, associagao positiva entre amostras de
linfonodos mesentéricos e amostras de tonsilas colhidas em conjunto com
linfonodos submandibulares Os sorotipos mais isolados foram Typhimurium
(28,9%), Bredeney (26,7%), Derby (16%), Infantis (7,0%), Panama (4,8%),
Enteritidis (4,3%), Tennessee (3,2%), Agona (2,2%), Gold Coast (1,6%),
Minnesota (1,6%), Montevideo (0,5%), Orion (0,5%) e Saint Paul (0,5%).

O isolamento freqlente de Salmonella em suinos em idade de abate no
Brasil ja havia sido observado por PESTANA & RUGAI (1943). A partir de
conteudo intestinal e linfonodos mesentéricos, NEIVA (1946) detectou infeccdo em
41,5% dos animais investigados. ZEBRAL et al. (1974) relataram alta diversidade
de sorotipos de Salmonella em suinos destinados ao abate. Salmonella Anatum
(44,61 %) e S. Typhimurium (4,69%) foram os sorotipos mais isolados de suinos
em estudo realizado por LANGENEGGER et al. (1983). Posteriormente LAZARO
et al. (1997) isolaram Salmonella em 34,8% das amostras de linfonodos e tonsilas.

Com excegao da Suécia, onde a prevaléncia de Salmonella na cadeia de
producao suina tem sido extremamente baixa (THORBERG & ENGVALL, 2001), o
agente é freqientemente isolado de suinos e de amostras de ambiente de
frigorificos em varios paises. Na Bélgica, BOTTELDOORN et al. (2003) relataram
variacoes diarias acentuadas quanto a freqiiéncia de carcacas positivas (3 a 52%)
em um mesmo frigorifico. Foi observada, ainda, contaminagdo ambiental em 25%
das amostras colhidas antes do abate, sendo os sorotipos Typhimurium (38,6%),
Livingstone (21%) e Derby (21%) aqueles mais isolados. Ampla variacdo (1 a
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31%) na prevaléncia de Salmonella em carcagas de suinos foi observada na
Irlanda (PEARCE et al., 2004).

Considerando a grande importancia dos suinos portadores de Salmonella
como fontes de contaminacao das carcacas (SORENSEN et al., 2004) e que riscos
de contaminacgbes cruzadas podem ocorrer em todos os pontos do abate (BORCH
et al.,, 1996), a reducdo das infecgdes nas granjas suinas é considerada ponto
critico para o controle de Salmonella na carne suina. Além disso, boas praticas de
producdo diminuem os riscos de contaminac¢ao, durante o abate e processamento
da carcaca (KICH et al., 2007).

2.4 Isolamento microbioldgico e sorologia

O isolamento microbiolégico constitui ferramenta valiosa e, até o momento,
insubstituivel, considerada a importancia das informacbes epidemioldgicas
baseadas em caracteristicas fenotipicas e genotipicas identificaveis pela cultura.
Os métodos tradicionais para a detec¢do de Salmonella enterica sao baseados em
cultivos, utilizando meios seletivos. A caracterizacdo das colbnias suspeitas é feita
por meio de testes bioquimicos e sorolégicos (SOUMET et al., 1994). Entre os
caldos de enriquecimento seletivos mais utilizados pelos laboratérios para o
isolamento de Salmonella estao aqueles das familias do selenito e tetrationato e o
caldo Rappaport-Vassiliadis.

O caldo Rappaport-Vassiliadis tem demonstrado maior sensibilidade no
isolamento microbiologico de Salmonella enterica de fezes de suinos naturalmente
infectados (BAGER & PETERSEN, 1991; FEDER et al., (1998), o que o torna o
Unico caldo de enriquecimento utilizado em muitos laboratérios que processam
amostras de fezes suinas. O desempenho do caldo Rappaport-Vassiliadis no
isolamento de Salmonella, de fezes de aves, foi significativamente menor que o
meio Rappaport-Vassiliadis semi-sélido modificado (RVSM) (VOOGT et al., 2001).

DAVIES et al. (2000) demonstraram a superioridade de protocolos que

utilizam enriqguecimento primario em caldos tetrationato ou GN-Hajna e,
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posteriormente, enriquecimento secundario em caldo Rappaport-Vassiliadis, sobre
aqueles baseados no uso de etapa unica de enriquecimento em caldo Rappaport-
Vassiliadis, diretamente ou apds pré-enriquecimento das amostras em agua
peptonada tamponada 2%.

O prolongamento no tempo de incubacéo de 24 para 48 horas proporcionou
aumento da sensibilidade dos caldos selenito-cistina e tetrationato Muiller-
Kaufmann no isolamento de salmonelas, resultado ndo comprovado em relagéo ao
caldo Rappaport-Vassiliadis (BAGER & PETERSEN, 1991).

Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para deteccdo de anticorpos contra
Salmonella, em amostras de fluido muscular colhidas durante o abate, tem sido
utilizado para a determinagao da soroprevaléncia em plantéis. O método padréo
tem o inconveniente de detectar anticorpos até 12 semanas apds a infeccao e,
portanto, gerar resultados falso-positivos em amostras de animais que nao
estejam mais infectados no momento da colheita. Por outro lado, infec¢gdes no
periodo final de terminacdo ndo sao geralmente detectadas pela sorologia, em
virtude do abate realizar-se antes da soroconversao, que ocorre, em média, 30
dias apéds a infecgdo (NIELSEN et al., 2001). Portanto, o teste sorolégico fornece
estimativa do numero de animais que foram, em algum momento da producao,
expostos ao agente. O meétodo de ELISA mais difundido baseia-se na utilizagdo de
antigenos lipopolissacarideos (LPS) de sorotipos de Salmonella pertencentes a
diversos sorogrupos (mix-ELISA) e tem sido amplamente utilizado na
categorizacao de granjas, dentro dos programas de controle de Salmonella em
diversos paises (NIELSEN et al., 1995). Variantes desse método estao disponiveis
comercialmente na forma de kit. O mix-ELISA desenvolvido na Dinamarca
(NIELSEN et al.,, 1995) e utilizado pelo programa nacional de controle de
Salmonella daquele pais (MOUSING et al., 1997) utiliza, como antigenos, LPS
extraidos dos sorotipos Typhimurium e Choleraesuis, permitindo detectar
anticorpos contra Salmonella dos sorogrupos B, C1 e D1. Os principais sorotipos
isolados de suinos na Dinamarca pertencem aos sorogrupos citados, o que valida
a utilizacao do teste nesse pais A maioria dos sorotipos de Salmonella isolados de

suinos no Canada pertence também a esses sorogrupos (RAJIC et al., 2005). No



13

entanto variagdes regionais e temporais no perfil de sorotipos de Salmonella
podem ser observadas (LO FO WONG & HALD, 2000). Portanto, variacées na
sensibilidade e na especificidade do método de ELISA devem ser consideradas,
quando realizado em localidades geogréficas diferentes.

Correlacdo variavel entre sorodiagnéstico por ELISA e isolamento
microbioldgico tem sido observada entre diferentes estudos (NIELSEN et al.,
2001; KRANKER et al., 2003; SORENSEN et al;, 2004). Intervalos de
aproximadamente 60 dias foram observados entre os periodos de maior
freqUéncia de isolamento do agente em granjas comerciais e 0s respectivos picos
das respostas sorolégicas (KRANKER et al., 2003). Em estudo europeu, foi
observada uma correlagdo de 0,62 entre ambos os métodos (LO FO WONG &
HALD, 2000).

No Brasil, existe o teste de ELISA baseado em antigenos
lipopolissacarideos da parede celular de uma amostra de Salmonella
Typhimurium, (ELISA — Typhimurium), que apresenta pelo menos dois antigenos
comuns aos sorovares Agona, Derby, Panama e Bredeney, frequentemente
isolados de suinos no Brasil (BESSA et al., 2004).

2.5 Medidas para o controle de Salmonella em granjas de suinos

A grande dificuldade para o controle da salmonelose em granjas suinas é
justamente a falta de conhecimentos sobre a epidemiologia do agente (DAVIES,
1997a; LAUTNER, 1997). Informacbes sobre a transmissdo dos diferentes
sorotipos em sistemas intensivos de criagdo seriam essenciais para implantar e
viabilizar medidas de controle de Salmonella nas fases pré-abate (DAVIES, 19973;
NIETFELD et al., 1998).

A complexidade da epidemiologia de Salmonella nos sistemas intensivos de
criagdo de suinos é tal, que a simples adogao de praticas modernas de criagao,

tais como desmame precoce e sistema de criacdo "todos dentro - todos fora"
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(AIAO), parece nao ser suficiente para reduzir as infec¢cdes (FUNK et al., 2001a).
Alguns estudos demonstraram a eficacia do desmame precoce em granjas
infectadas, realizado entre 14 e 21 dias, na obtencdo de leitdes livres de
Salmonella, quando os mesmos foram transferidos para instalagées limpas (DAHL
et al.,, 1997). Em granjas de ciclo completo, leitdes de porcas soropositivas
apresentaram prevaléncia de Salmonella significativamente menor na recria
(KRANKER et al., 2003), fato explicado, em teoria, pela imunidade passiva contra
Salmonella via colostro.

Por outro lado, o sistema de criagdo de suinos em sitios separados,
utiizando manejo “todos dentro - todos fora”, recomendado para o controle de
Salmonella (DAHL et al., 1997), parece nao reduzir sua prevaléncia, quando
comparado ao sistema convencional de criacdo, em fluxo continuo e sem vazio
sanitario entre os lotes de animais (DAVIES, 1997a). Maior prevaléncia de
Salmonella em granjas que utilizam esse sistema foi observada em estudos
conduzidos nos EUA (DAVIES, 1997a) e na Dinamarca (STEGE et al., 2001),
quando comparadas a granjas com fluxo continuo de producgao.

Em recente estudo, menor prevaléncia de Salmonella foi associada as
granjas com sistema "todos dentro - todos fora", porém somente naquelas que
dispunham de vestiarios adjacentes aos galpdes, proporcionando troca de botas,
vestimentas, lavagem das méaos antes e apds acesso aos mesmos, separacao
entre baias por paredes compactas, manejo nutricional (inclusdo de acidos
organicos, ragao nao peletizada, maior granulometria, utilizacao de racées liquidas
fermentadas e adequado armazenamento) (LO FO WONG et al.,, 2004). A
transferéncia de suinos da recria para a terminagao com peso inferior a 25 kg foi
associada a menor prevaléncia de Salmonella na terminacdo (VAN DER WOLF et
al., 1998). Segundo os autores, a maior quantidade de anticorpos maternais,
adquiridos pelo colostro, poderia promover maior protecao contra infecgoes.

A prevaléncia de Salmonella, nos animais em terminacdo, alojados em
baias de piso fenestrado, foi maior nos sistemas de criacdo empregando o manejo
AIAO, quando comparada aquela dos sistemas de fluxo continuo de criagdo
(DAVIES et al., 1997b). A utilizacdo de pisos fenestrados nas baias pode ser
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importante instrumento no controle de Salmonella, ja que propicia remogao mais
rapida e efetiva das fezes, além de evitar transferéncia de fezes de uma baia a
outra. Granjas com pisos fenestrados mostraram menor prevaléncia, comparadas
aquelas com sistema similar ao da lamina d’agua, utilizada no Brasil (DAVIES et
al., 1997b; DAVIES et al., 1998). Instalacbes e sistemas de escoamento dos
dejetos, pisos fenestrados nas baias possibilitam, teoricamente, remog¢ao mais
rapida e efetiva das fezes, evitando sua transferéncia entre baias adjacentes
(HEARD, 1969).

De acordo com estudo conduzido na Bélgica, a utilizacdo de pisos
fenestrados em toda a area de baias, nos galpdes de terminacao, foi associada a
menor prevaléncia de Salmonella ao abate (NOLLET et al., 2004). Nos EUA,
menor prevaléncia de Salmonella foi observada em animais alojados em galpdes
de terminagcdo com piso fenestrado, comparativamente ao sistema "flush-gutter"
(DAVIES, 1997a; DAVIES et al., 1997Db).

Biosseguridade e higiene, investigacoes baseadas em cultivo (FUNK et al.,
2001b) e sorodiagnostico (VAN DER WOLF et al., 2001; LO FO WONG et al.,
2004) demonstraram associagao significativa entre menor risco de infecgao por
Salmonella entre suinos e presenca de alguns componentes de biosseguridade,
tais como vestiarios, botas e lavatérios junto aos galpdes, além de controle de
fluxo e presenca concomitante com outros animais.

Granjas com maior transito de funcionarios, veterinarios e Vvisitantes
apresentaram maior prevaléncia de Salmonella (FUNK et al., 2001b). Esses
resultados sao de certa forma esperados, pois inUmeros sorotipos de Salmonella
sao freqientemente isolamentos de botas utilizadas nas granjas (CARLSON &
BLAHA, 2001; BARBER et al., 2002; ROWE et al., 2003; RAJIC et al., 2005).

Maior prevaléncia de Salmonella foi observada em granjas co-habitadas por
outras espécies domésticas (FUNK et al., 2001b). Salmonelas isoladas de suinos
e aquelas obtidas dos gatos que residiam nas granjas apresentaram perfis de
sorotipos bastante similares (BARBER et al., 2002). Fato bastante interessante, no
entanto, foi a associacdo entre presenca de gatos e menor prevaléncia de
Salmonella, observada em recente investigagéo na Bélgica (NOLLET et al., 2004).
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Os pesquisadores justificam o achado hipoteticamente, em fungdo da possivel
atividade predatéria de gatos sobre roedores e péssaros, os quais poderiam
disseminar o0 agente em granjas comerciais.

A real importancia das espécies silvestres (NEWELL & WILLIANS, 1970) e
de outros animais domésticos (SCHNURRENBERGER et al., 1968) na introducao
de Salmonella nos plantéis suinos é questionada. Aqui, faz-se necessario citar
alguns estudos nos quais nenhuma associacao foi observada entre presenca de
outros animais domésticos e prevaléncia de Salmonella em criacbes de aves
(HENKEN et al., 1992) e bovinos (KABAGAMBE et al., 2000). A maioria dos
sorotipos de Salmonella isolados de suinos foi idéntica aqueles obtidos de animais
silvestres numa mesma regido (BARBER et al., 2002).

Técnicas moleculares demonstraram, ainda, alta similaridade genética entre
Salmonellas isoladas de animais silvestres, principalmente passaros, e aquelas
obtidas dos animais de producao (REFSUM et al., 2002; LIEBANA et al., 2003).

A auséncia de programas de controle de roedores foi associada a maior
infecgdo por Salmonella em granjas brasileiras (KICH et al., 2001, citada por
OLIVEIRA, 2005). Esses resultados corroboram os dados de LETELLIER et al.
(1999), obtidos em granjas canadenses. Salmonella foi também isolada de
moscas e insetos capturados em granjas suinas (BARBER et al., 2002), os quais
podem atuar como vetores na transmissdo do agente (DEVI & MURRAY, 1991).

Varios estudos demonstram a importancia do ambiente como reservatério
de salmonelas em granjas de suinos e frigorificos (HURD et al., 2001, BELCEIL et
al.,, 2004, ROSTAGNO et al., 2003). De fato, bactérias do género Salmonella
podem permanecer viaveis nas fezes no ambiente por longos periodos (PLYM-
FORSHELL & ESKEBO, 1996). Em estudo realizado no Estado de Sao Paulo, S.
Typhimurium foi isolada de comedouro ap6s os procedimentos de limpeza e
desinfeccao (OLIVEIRA, 2001). Em granjas do Rio Grande do Sul, foi observada
maior soroprevaléncia de Salmonella justamente onde nao era realizada a caiagao
das baias ap6s limpeza, entre os lotes de suinos (KICH et al., 2001, citada por
OLIVEIRA, 2005). A destinacdo inadequada de animais mortos foi também

identificada, pelos mesmos pesquisadores, como fator de risco para a infecgao.
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E preciso salientar, no entanto, que algumas das medidas de controle
acompanham as proprias mudancas nos sistemas tecnificados de criagdo de
suinos e, certamente, ndo servem apenas ao controle de Salmonella, mas
também de outros patdégenos importantes. Investimentos em biosseguridade
apresentam custos de implementacao relativamente baixos, e os beneficios no
controle de outros agentes infecciosos devem ser considerados (FUNK &
GEBREYES, 2004). Porém o sucesso da execucdo de programas de
biosseguridade na reducdo de Salmonella em granjas altamente contaminadas &
questionavel (DAVIES & FUNK, 1999).

Relativamente ao uso da imunoprofilaxia para o controle das infecg¢oes, o
tema deve ser visto com muita cautela. Bacterinas e principalmente as vacinas
vivas atenuadas tém demonstrado boa eficacia na protecdo contra salmonelose
clinica. Nenhum beneficio da vacinacdo com bacterina de S. Typhimurium sobre a
reducao das infecgdes subclinicas foi observado por WINGSTRAND et al. (1996).
Por outro lado, KOLB et al. (2002) demonstraram reducdo de infeccbes
subclinicas por Salmonella por meio de imunidade cruzada decorrente da vacina
viva atenuada contra S. Choleraesuis. SCHWARZ et al., (2007), utilizando a
mesma vacina, encontraram menor prevaléncia de Salmonella em suinos abatidos
no Rio Grande do Sul, mostrando a eficacia da mesma. Outro achado
interessante, ainda no mesmo estudo, foi que a vacina nao interferiu na deteccao
de anticorpos pelo teste de ELISA — LPS. Da mesma forma, LUMSDEN et al.
(1991) mostraram ser eficaz o uso da vacina viva atenuada contra S. Typhimurium
na reducdo da eliminagédo de Salmonella nas fezes de suinos.

Com relagao a antibioticoterapia, ndo existe comprovacao cientifica de que
o0 uso de antibiéticos possa contribuir para a redugdo das infecgbes por
Salmonella. Portanto, a antibioticoterapia nao deve ser considerada como método
de reducgao da prevaléncia do agente em granjas comerciais (BLAHA, 2004). De
acordo com ensaio experimental, a utilizagdo de clortetraciclina foi associada
significativamente a maior eliminacao de Salmonella Typhimurium DT104 nas
fezes, quando administrada sob dosagem terapéutica ou subterapéutica na fase
de terminacao (DELSOL et al., 2003).
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A utilizacdo de sulfa, clortetraciclina ou penicilina como promotores de
crescimento em suinos foi associada a maior prevaléncia de Salmonella
comparativamente as granjas onde se utilizavam probiéticos (LEONTIDES et al.,
2003). A suspensdo do uso de promotores de crescimento antimicrobianos,
ocorrida a partir de 1998 na Dinamarca, tem sido associada a redugdo na
prevaléncia de Salmonella enterica e Campylobacter em suinos e frangos (EVANS
& WEGENER, 2003). O uso da tilosina, também como promotor de crescimento,
foi associado ao maior risco de infeccdo por Salmonella na Holanda (VAN DER
WOLF et al.,, 1999). A probabilidade de diferentes granjas apresentarem os
mesmos fatores de risco € muito baixa e, portanto, a probabilidade de diferentes
estudos sobre possiveis fatores de risco identificarem as mesmas combinacdes de
variaveis associadas ao maior risco de infeccdo por Salmonella € praticamente
impossivel (CARLSON & BLAHA, 2001).

Portanto, a eficacia do sistema de criacdo na redugdo dos riscos de
contaminacao por Salmonella nao esta clara, e a sua simples adogéao, como forma
de controlar o patdgeno, pode nao ser suficiente (FUNK et al., 2001a). As
intervengdes a serem tomadas parecem variar entre granjas e entre sistemas de
criacdo. Algumas estratégias adotadas em outros paises podem nao ser aplicaveis
a estrutura de producdo de suinos no Brasil. Por outro lado, somente o maior
conhecimento sobre a epidemiologia do agente em granjas suinas brasileiras
permitira o desenvolvimento de estratégias eficientes de reducado e controle do
patégeno.

2.6 Programas de controle de Salmonella no processamento de carne suina

A reducao eficiente de Salmonella na carne suina depende da aplicagdo de
medidas de controle em todos os elos da cadeia de producdo (ALBAN & STARK,
2005). Nos EUA, intervencdes objetivando o controle de Salmonella na carne
suina tém sido dirigidas principalmente a fase de abate (FUNK & GEBREYES,
2004). A tendéncia se repete no Canada (RAJIC et al., 2005), conseqiéncia do

fato de que os EUA exigem que frigorificos exportadores atinjam padrbes de
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controle do patégeno semelhantes aos existentes no proprio pais. A expectativa é
que os padrdes sejam ainda mais rigorosos e que ocorra pressao cada vez maior,
por parte dos frigorificos, para que a presenga Salmonella seja reduzida nas
granjas (FUNK & GEBREYES, 2004).

O sucesso do Programa Nacional de Controle de Salmonella da Dinamarca
(WEGENER et al., 2003) tem levado outros paises europeus, como Alemanha,
Reino Unido, Holanda e Bélgica, a investirem em programas de controle similares,
na producdao da carne suina. Os programas europeus sao, de forma geral,
integrados, e um forte enfoque € direcionado ao controle nas granjas.

Varios estudos sobre rastreabilidade identificaram o consumo de carne
suina contaminada como causa de salmonelose humana (MJLBAK et al., 1999), e
a prevaléncia de Salmonella em granjas suinas diminuiu durante o periodo de
1993 a 1998, apds a aplicacao do programa (CHRISTENSEN et al., 2002). A base
do programa é o controle integrado, e suas diretrizes sdo conhecidas (ALBAN et
al., 2002). As granjas sdo monitoradas por meio de sorodiagnéstico realizado ao
abate, por ELISA de fluido muscular, e categorizadas em trés niveis, de acordo
com o risco de contaminagdo que representam. Suinos de granjas com elevada
soroprevaléncia (nivel 3) devem ser transportados separadamente e mantidos em
compartimentos diferentes dos animais das granjas com menor prevaléncia (niveis
1 e 2). Adicionalmente, medidas especiais de profilaxia, além dos processos de
higienizacdo de rotina, sdo adotadas no abate de suinos da categoria 3.
Aproximadamente 700 mil suinos sdo avaliados anualmente, e mais de 30.000
amostras sao colhidas dos frigorificos e analisadas microbiologicamente
(WEGENER et al., 2003). Nos frigorificos cuja contaminagdo excede 0s niveis
aceitaveis, realiza-se investigagdo mais rigorosa.

Nos outros paises escandinavos, onde existem programas de controle ha
décadas, a situacdo merece consideracao especial. A ocorréncia de Salmonella
enterica na cadeia de produgdo animal da Finlandia e da Suécia é extremamente
baixa.

Na Suécia, por exemplo, Salmonella nao foi isolada em nenhuma das 3.388

amostras colhidas de suinos e do ambiente de frigorificos (LO FO WONG &



20

HALD, 2000). O rigoroso controle dos produtos de origem animal utilizados na
fabricacdo de ragdes animais, implementado ha muito tempo, tem sido apontado
como medida importante na manutencdo dos niveis extremamente baixos do
agente (ELD et al.,, 1991). Na Finlandia, menos de 1% das carcagcas suinas
estavam contaminadas por Salmonella no periodo entre 1995 e 2001 (MAIJALA et
al., 2005). Barreiras sanitarias nas granjas, transferéncia minima de animais
durante a fase de producdo, uso restrito de antibidticos e freqiéncia baixa de
importagdo de animais parecem contribuir significativamente para a baixa
ocorréncia da bactéria no pais (MAIJALA et al., 2005). Adicionalmente, é exigido
que muitos produtos de origem animal importados apresentem o mesmo nivel de
controle de Salmonella existente no pais. O fato da prevaléncia de Salmonella ser
baixa mesmo antes da aplicacdo dos programas de controle nesses paises torna
dificil a estimativa do real beneficio desses programas. Relativamente ao
programa finlandés de controle de Salmonella em frangos, estima-se que, para
cada euro investido, outros 5,4 a 258,1 euros retornam em beneficios para a
sociedade (MAIJALA et al., 2005). Nao ha, ainda, resultados sobre o impacto do
programa para a carne suina.

Todavia, a situagdo parece nao ser compartilhada pela Noruega.
SANDBERG et al. (2002) concluiram que o Programa Noruegués de Controle de
Salmonella em Suinos, cujas diretrizes sdo bastante semelhantes as do programa
finlandés, nao tém trazido beneficios reais aos consumidores.

Ressalta-se, no entanto, que o numero de participantes no programa é
momentaneamente inferior aquele previsto inicialmente. De acordo com BLAHA
(2004), a importancia das medidas e a estratégia do programa nao sao entendidas
por grande parte dos produtores. Significa que essas informagdes foram
trabalhadas com deficiéncia junto aos produtores no momento da implantagdo do
sistema. O programa € encarado como perigoso, por alguns. Deficiéncias no
processamento e na transmissdo dos dados também constituiram sérios entraves
para a conducao do programa.

No Brasil, foram observadas, em dois frigorificos, prevaléncias de 26% e

70% de carcagas contaminadas. No primeiro, amostras do préprio animal foram
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responsaveis pela contaminagdo de 25% das carcacgas; 47% das contaminacoes
tiveram origem de suinos abatidos anteriormente; e 28% das demais eram de
amostras ja existentes no frigorifico (pessoal e equipamentos). No segundo
estudo, verificou-se que 4% das carcagas contaminadas possuiam amostras do
proprio animal, 70% eram originarias de suinos abatidos anteriormente e 26%
tinham origem de contaminagdes do préprio frigorifico (KICH et al., 2007). Esse
estudo demonstrou de maneira clara que tanto a diferenca entre as plantas
frigorificas como a contaminacao cruzada sao importantes pontos criticos e boas
praticas de fabricacdo devem ser observadas. Conseqlientemente, a necessidade
de implantacédo de programa especifico de controle de Salmonella em nosso pais

€ justificavel.
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ll. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Para o trabalho, utilizaram-se seis animais de linhagem comercial “Topigs”,
independentemente do sexo e pertencentes a uma mesma leitegada. Foram
adquiridos de granja com bons padrdes de sanidade, localizada na cidade de
Colina, Estado de Sao Paulo. Para assegurar que 0s animais nao estavam
infectados com Salmonella, realizou-se levantamento prévio, colhendo e
avaliando-se amostras fecais de cinco porcas, ainda em fase de gestacdo. Apds o
parto, uma das porcas foi aleatoriamente selecionada e novas amostras foram
colhidas e avaliadas, agora envolvendo toda a leitegada e o piso das baias. As
andlises foram realizadas no Laboratério de Pesquisa em Suinos do
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterindria da Unesp - Campus de
Jaboticabal.

Vinte e um dias apds o nascimento, os animais foram desmamados e
trazidos para o laboratério, sendo alojados em baia previamente limpa,
desinfetada e equipada com escamoteador, comedouro e bebedouro. Nesse
mesmo dia, por meio de pun¢édo venosa, foram colhidas amostras de sangue da
porca (10 mL) e de cada leitdo (5 mL), para posterior exame soroldgico, visando
detecgao de anticorpos anti-Salmonella spp.

Os animais tiveram um periodo de adaptacdo de sete dias. Durante esse
periodo, foram realizadas observacées clinicas para presengca ou auséncia de
diarréia. Nesse periodo, suabes retais, pool de fezes das baias, amostras de ragao
e de agua foram colhidas, a intervalos de dois dias, para monitoramento pré-
inoculatério para Salmonella spp.
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3.2 Isoladores

Concluido o periodo de monitoramento, com resultados todos negativos
para a presenca de Salmonella, os animais foram aleatoriamente alojados, em
grupos de dois, em trés camaras isoladoras, medindo 0,8 m de largura x 0,8 m de
altura x 1,3 m de comprimento, construidas especialmente para este estudo, com
base em camara de isolamento empregada em estudo sobre transmissao aérea
de microrganismos (TORREMORELL et al., 1997). No caso presente, 0s
isoladores eram mdveis, construidos em aco inoxidavel e vidro (Marconi
Equipamentos para Laboratério, Piracicaba, SP, Brasil) e equipados com
comedouros e bebedouros reabasteciveis (Figuras 1 e 2). Eram dotados de luvas
externas, de cano longo, adaptadas as suas paredes laterais, e de pré-camara
(cdmara de passagem), com portas externa e interna, que viabilizavam a colheita
de amostras, sem perigo de contaminagdo, durante o periodo experimental.
Possuiam finalmente filtros HEPA, que garantiam a filtragem do ar tanto na
entrada quanto na saida do sistema, garantindo o completo isolamento dos

animais.

3.3 Racao e agua

A racao fornecida aos animais foi processada na Fabrica de Racdes da
Unesp Campus de Jaboticabal, ndo possuia antibiéticos, aditivos ou farinhas
animais em sua composi¢ao. O unico ingrediente de origem animal foi o soro de
leite. A racdo foi formulada para atender as exigéncias nutricionais minimas para
leitdes, segundo ROSTAGNO et al. (2005), as quais se encontram na Tabela 1. A
racao foi embalada em sacos plasticos apropriados e autoclavada. Da mesma
forma, a agua fornecida aos animais foi armazenada em vasilhame de 20 litros e
autoclavada. Amostras da racao e da agua foram colhidas para cultivo e analises
microbiol6gicas.
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3.4 Amostra de Salmonella Panama e preparo do inoculo

A amostra de Salmonella enterica subespécie enterica sorotipo Panama
(registro Embrapa 8193), isolada originalmente de suinos no campo, foi
gentilmente cedida pela Dr? Jalusa Deon Kich, pesquisadora da Embrapa - Centro
Nacional de Pesquisa de Suinos e Aves — Concérdia — SC (CNPSA). A cepa
apresentava perfil de resisténcia a tetraciclina, estreptomicina, ampicilina,
cloranfenicol, novobiocina, sulfametoxazol + trimetropina e sensibilidade a
gentamicina, florfenicol, cefotoxina, cefalotina ciprofloxacina, cefitriaxona e

polimicina.

Para garantir maior seguranca nos resultados, a bactéria foi marcada,
induzindo-se a resisténcia ao acido nalidixico por meio de varias tentativas em
dias consecutivos até adquirir resisténcia a 50 ug. Além da amostra marcada, os
meios de plaqueamento para isolamento bacteriologico também continham acido
nalidixico, na concentracdo de 50 pg/mL. Para a inducao de resisténcia, culturas
puras de S. Panama foram inoculadas em caldo Luria-Bertani e incubadas em
mesa agitadora orbital a 37°C por 18 horas. O caldo foi centrifugado a 1.500 rpm
por 20 minutos, o sobrenadante foi descartado, e uma algada do precipitado foi
transferida para caldo Luria-Bertani contendo 10ug/mL de acido nalidixico. O
procedimento foi repetido com concentragdes crescentes de acido nalidixico (20,
30, 40ug/mL), até se obter a concentragao final de 50ug/mL.

Para o preparo do inéculo, uma cultura pura de Salmonella Panama,
resistente ao acido nalidixico, foi semeada em agar nutriente (CM003, Oxoid) e
incubada a 37°C por 16 a 18 horas. Uma algada foi entdo semeada em &agar
verde-brilhante modificado (CM329, Oxoid) suplementado com acido nalidixico
(50ug/mL). Caldo Luria-Bertani foi pré-aquecido a 37°C, para evitar choque
térmico, foi inoculado com uma coldnia isolada do 4gar verde-brilante modificado e
incubado em mesa agitadora orbital a 37°C por 18 horas. A quantificagdo do
in6culo foi realizada pela técnica de diluicdo em solucédo salina de -1 a -12 e
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contagem em placas de petri contendo agar nutriente. Para a contagem,
utilizaram-se dois pingos de 25uL em cada uma das concentragdes. O inéculo
utilizado continha 4,9 x 10° UFC/mL. A Figura 4 ilustra os procedimentos utilizados
para o preparo do inéculo. Aliquotas de 3 mL foram usadas como in6culo oral,
sendo lentamente administradas na regiao da faringe, utilizando-se seringa estéril.
Os leitdbes foram submetidos a jejum alimentar e hidrico, 18 horas antes da
inoculagcao e 30 minutos apos a inoculagao.

A amostra inoculada e outra amostra, resgatada dos animais ao final do
periodo experimental, foram submetidas a teste de sensibilidade a antibibticos e
quimioterapicos, visando analises comparativas do perfil de sensibilidade entre a
amostra inoculada e a recuperada. Da mesma forma, as amostras recuperadas
dos animais foram enviadas ao Instituto Adolfo Lutz, em S&o Paulo, para

sorotipificagao.

Tabela 1:  Composicdo percentual da racdo, elaborada pelo departamento de Zootecnia da
Unesp Campus de Jaboticabal e fornecida aos leitbes durante o periodo
experimental. Jaboticabal, 2007.

Ingredientes Composicao Alimentar !
Milho 54,35
Farelo de soja 32,63
Soro de leite 5,00
Acucar 1,00
Oleo 2,94
Fosfato bicalcico 1,74
Calcareo 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

Composicao calculada: proteina bruta: 20,67 %; energia digestivel: 3470 Kcal/kg; célcio: 0,86%;
fésforo disponivel: 0,46%; sédio 0,26%.
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3.5 Desenho experimental

Antes do uso, os isoladores foram lavados com solugéo detergente, e entao
conectados, por meio de ductos medindo 0,8 m de comprimento e 0,2 m de
diametro. Ap6s a montagem, as baias foram fumigadas por meio da reacédo de
permanganato de potassio (10 g) e formaldeido (20 mL). A conexao permitiu fluxo
de ar unico do ventilador para o exaustor. No trajeto, o ar foi direcionado para
passar inicialmente pelo isolador 1 (animais-controle), em seguida pelo isolador 2
(animais inoculados) e, deste, para o isolador 3 (animais-sentinela). Tanto o
ventilador (SteriFlow 500, Filtracom Ltda., Campinas, SP) como o exaustor
(ExaustFlow 500, Filtracom Ltda.) incluiam pré-filtros e filtros absolutos (HEPA),
com 99,97% de eficiéncia para retencédo de particulas com até 0,3 micrémetros.
Os isoladores e os condutores de ar foram pulverizados internamente com solucao
de glutaraldeido a 37% e Cloreto de benzalcénio 50% (AVT500 Polysell
Campinas, SP, Brasil), conforme instrucbes do fabricante. Apds, o sistema foi
fechado, assim permanecendo por 48 horas. Antes de alojar os animais, com 0
auxilio de suabes estéreis foram colhidas amostras das paredes internas dos
isoladores e dos condutores de ar para analises microbiolégicas.

No dia da inoculagdo, os animais foram aleatoriamente distribuidos em
grupos de dois e alojados no isolador 1 (controles - C1 e C2), no isolador 2
(infectados — I3 e 14) e no isolador 3 (sentinelas — S5 e S6). Imediatamente antes
de ser alojado, cada animal dos grupos controle e sentinela recebeu, via oral, 3
mL de caldo Luria-Bertani estéril. Da mesma forma, cada um dos leitdes do grupo
infectado recebeu, pela mesma via, 3 mL do in6culo, ou seja, de caldo Luria-
Bertani com 4,9 x 10° UFC/mL de S. Panama. A Figura 3 ilustra o desenho

experimental.
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3.6 Colheita das amostras

Uma vez distribuidos nos isoladores, os animais permaneceram por um
periodo de 14 dias, periodo em que foram colhidas diariamente amostras retais
dos animais com auxilio de suabes e do ar dos isoladores colocando placas de ar
contendo agar verde-brilhante modificado na dire¢cdo do fluxo de ar. Tubos com
tampa rosqueavel contendo meio de cultura e placas de agar embaladas eram
transferidos para o interior dos isoladores através da camara de passagem, a qual
era sempre desinfetada, antes e apds o uso. Amostras de sangue foram colhidas
no inicio, quando os animais foram trazidos ao laboratério, apdés o desmame aos
21 dias de idade e ao final do experimento 14 dias apds a administracdo do
in6culo (14 DPI). Ap6s coagulacao, o soro foi separado, mediante centrifugacao, e
as amostras foram armazenadas em tudos eppendorf a — 20° C, até o momento da

analise.

3.7 Necropsia

Quatorze dias apds receberem o inéculo os suinos foram eutanasiados de
acordo com procedimento aprovado pela Comissdao de Bem-Estar Animal da
Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias de Jaboticabal (CEBEA-FCAV).
Amostras de tonsilas palatinas, linfonodos (mandibulares, ileocélicos e
mesentéricos), pulmbes, figado, baco, fragmentos de jejuno e ileo (10 cm) e
contetdo cecal foram colhidos assepticamente, utilizando luvas descartaveis e
material estéril para cada tecido. As amostras foram colocadas em sacos plasticos
estéreis (B0O1065WA, Whirl-pak, Nasco, Fort-Atkinson, WI, EUA) e mantidas sob
refrigeracédo por até duas horas até o processamento bacteriol6gico.
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3.8 Bacteriologia

A Figura 4 representa o fluxograma de isolamento microbiolégico utilizado
no experimento. As amostras retais foram enriquecidas em caldo GN-Hajna
(GN broth, Hajna, 248610, Difco, Franklin Lakes, NJ, EUA) a 37°C por 18 a 24
horas. Aliquotas de 1 e 0,1 mL foram entdo transferidas para 9 mL de caldo
tetrationato Mdller-Kauffmann (TMK, CM343, Oxoid) e 9,9 mL de caldo
Rappaport-Vassiliadis peptona de soja (RV, CM866, Oxoid), os quais foram
incubados a 37°C por 48 horas e a 42°C por 24 horas, respectivamente.
Posteriormente, foram semeados em placas agar xilose-lisina-tergitol 4 (Bacto
XLT 4, 223420, Difco) e agar verde-brilhante modificado (CM329, Oxoid),
ambos suplementados com acido nalidixico (50 pug /mL), (Figuras 5 e 6).

As amostras de tecido foram processadas de acordo com HURD et al.
(2001). Os linfonodos foram imersos em etanol a 95%, flambados e transferidos
para sacos plasticos estéreis. Agua peptonada tamponada foi adicionada na
proporcao 1:10, e cada amostra foi homogeneizada (260 rpm, 1 min) com auxilio
de equipamento apropriado (homogeneizador de amostras patogénicas,
MA440/CF, Marconi). Ap6s cultivo a 37°C por uma noite, aliquotas de 1 e 0,1 mL
foram transferidas para 9 mL de TMK e 9,9 mL de RV, respectivamente. As
amostras foram semeadas em agar XLT 4 e agar verde-brilhante modificado,
ambos suplementados com acido nalidixico (50 ug/mL), e incubadas por 24
horas a 37°C.

Amostras de ar foram colhidas de acordo com MITCHELL et al. (2002).
Placas de petri contendo agar verde-brilhante modificado foram colocadas por 10
minutos na entrada do ducto de ar em cada isolador e incubadas a 37°C por 24
horas.

Isolados apresentando resultados bioquimicos caracteristicos do género
Salmonella, em agar triplice-agucar-ferro (CM277, Oxoid) (Figura 7) e agar ferro-
lisina (CM381, Oxoid), foram confirmados por aglutinacdo em lamina utilizando
anti-soro polivalente antiantigenos O (poli-O) e soro antiantigenos contra
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Salmonella grupo D (Probac do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil). Como j& referido,
as amostras positivas para sorologia foram enviadas ao Instituto Adolfo Lutz, Sdo

Paulo, para sorotipificacao.

3.9 Sorologia (ELISA)

A presenca de anticorpos anti-Salmonella nas amostras de soro foi
avaliada por ensaio imunoenzimatico (ELISA) contra  antigenos
lipopolissacarideos de Salmonella. As andlises foram realizadas na Embrapa
Suinos e Aves (Concordia SC, Brasil). Os resultados foram expressos em

densidade Optica calibrada média.

3.10 Analise dos resultados

Com base no modelo experimental proposto, 0 movimento de ar entre os
isoladores foi considerado o Unico mecanismo possivel para a dispersao de S.
Panama no interior do sistema. Admitiu-se que o isolamento de Salmonella
Panama - dos animais sentinela - de amostras com idéntico perfil de resisténcia e
susceptibilidade aos antibiéticos e mesmas caracteristicas morfoldgicas,
biogquimicas e antigénicas da amostra inoculada seria suficiente para a
demonstragao e aceitacdo de que a transmissao do agente por via aérea é viavel
e verdadeira, dispensando, sob qualquer aspecto, avaliagbes estatisticas ou

qualquer outro tipo de analise.
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Figura 1: Baia isoladora para estudos epidemioldgicos de transmissdo de agentes infecciosos em
suinos — (a) tubos de ar e conectores; (b) camara de passagem, (c) luvas externas que

permitiram acesso ao interior do isolador para contencédo e colheita das amostras; (d)
bebedouro e reservatério de agua e (e) saco para depdsito de dejetos.

Figura 2: Posicionamento dos isoladores e das respectivas conexdes para o estudo da transmissao aérea
de Salmonella — (1) isolador para animais-controle; (2) animais infectados e (3) animais-

sentinelas. As setas amarelas indicam o fluxo unidirecional do ar. (a) camara de passagem; (b)
reservatoério de ragdo; (c) luvas para colheitas de amostras.
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Figura 3: Desenho experimental esquematizando a montagem e a disposi¢cao das baias isoladoras. A seta

indica a diregcao do ar filtrado do sentido ventilador ao exaustor passando primeiramente pela

baia dos animais-controle, animais infectados (Salmonella Panama "' ) e animais-sentinela
respectivamente Jaboticabal, 2007

GH — Hajna (SE)
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Figura 4: Representacdo em fluxograma do protocolo para isolamento microbiolégico de Salmonella
enterica subespécie enterica sorotipo Panama, durante os 14 dias de colheita de amostras

(suabes retais) de suinos
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Figura 5: Colbnias negras de Salmonella enterica subespécie enterica sorotipo Panama N em agar

xilose-lisina tergitol 4 (XLT4) isoladas de suinos experimentalmente infectados para o estudo da
transmissao aérea. Jaboticabal, 2007.

Figura 6: Salmonella enterica subespécie enterica sorotipo Panama NAR em agar verde brilhante modificado

isoladas de suinos experimentalmente infectados para o estudo da transmissdo aérea.
Jaboticabal, 2007.
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Figura 7: Prova bioquimica em &gar triplice-aglca-ferro (TSI) demonstrando, o as’\Pecto caracteristico de
cultura de Salmonella enterica subespécie enterica sorotipo Panama “** isoladas de suinos
experimentalmente infectados para o estudo da transmisséo aérea. Jaboticabal, 2007.
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IV. RESULTADOS

Todos os controles realizados durante o periodo pré-inoculatério,
objetivando monitorar a condicdo dos leitbes em relagdo a presenga de
Salmonella spp., demonstraram que os animais ndo estavam excretando o agente
(Tabela 2). As amostras constituiram-se de fezes colhidas diretamente do reto dos

animais usando suabes.

Tabela 2: Resultados encontrados em analises microbiolégicas de suinos desmamados
aos 21 dias de idade durante o periodo de adaptacdo pré-experimental. Este
periodo corresponde a sete dias com colheitas de amostras de fezes do reto com
auxilio de suabes a cada dois dias. Jaboticabal, 2007.

ANIMAIS

DA L1 L2 L3 L4 L5 L6

DA — dias de adaptacédo; L1, L2, L3, L4, L5 L6 — Leitdes 1 a 6 respectivamente

Os isoladores, apo6s sofrerem procedimento de limpeza e desinfec¢do como
descrito anteriormente, também foram amostrados com auxilio de suabes antes do
alojamento dos animais. Da mesma maneira, realizou—se a amostragem dos
ductos conectores de ar. Amostras de racédo e da agua de beber também foram
submetidas a exames microbioldgicos. As amostras foram colhidas durante o
periodo de adaptacdo em intervalos de dois dias, totalizando 4 dias. O resultado
negativo para todas as amostras pode ser visualizado na tabela 3.
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Tabela 3: Avaliagdo microbiolégica realizada em baias isoladoras experimentais antes do
alojamento de suinos desmamados aos 21 dias de idade apds procedimento de limpeza
e desinfecgdo. Jaboticabal, 2007.

DIAS DE ADAPTACAO

1 3 5 7
ISOLADOR 1 - - - -
ISOLADOR 2 - - - -
ISOLADOR 3 - - - -
TUBULAGCAO - - ; .

RACAO - - - -

AGUA - - - -

Dias de adaptacao sao alternados em intervalos de dois dias

Nos dois dias subsequentes a inoculagdo oral com Salmonella enterica,
subsp. enterica, sorotipo Panama, os animais infectados apresentaram reducao
do apetite e apatia. Apesar dos animais inoculados eliminarem diariamente
Salmonella nas fezes, durante todo o periodo experimental, nenhuma outra
alteracéo clinica foi observada, e a partir do terceiro dia pds-inoculacdo os animais
se recuperaram, revelando boa disposicdo e adequado consumo de racao,
comparados aos leitbes dos grupos controle e sentinela, que se mostraram

perfeitamente saudaveis durante todo o transcurso do periodo experimental.

O exame bacteriologico das fezes dos animais dos trés grupos experimentais
revelou resultados positivos apenas para os animais do grupo inoculado. Nestes, a
presenca de S. Panama™" foi detectada diariamente do primeiro ao décimo quarto
dias ap6s a infeccao (Tabela 4).

O cultivo das amostras dos diversos tecidos, colhidas durante o exame
necroscoépico, demonstrou, da mesma forma, resultados positivos apenas para os
animais inoculados. Para todos o0s outros leitdes, pertencentes aos grupos
controle e sentinela, nao foi possivel o isolamento da amostra inoculada.

Comparando os resultados dos exames microbiolégicos dos érgaos internos dos
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animais inoculados, pode-se verificar que sao quase que totalmente concordantes.
Isolou-se Salmonella Panama™" das amostras do baco, do jejuno, do ileo, do
conteudo do ceco e dos linfonodos mandibulares, ileo-célicos e mesentéricos. Dos
demais tecidos — tonsilas, pulmdes e figado - a bactéria também foi recuperada,
mas de apenas um dos dois animais inoculados (Tabela 5). Estes resultados

comprovam que houve infecgédo sistémica nos animais do grupo infectado.

Tabela 4: Resultados da deteccado de Salmonella Panama NAl pelo isolamento bacteriolégico a

partir de amostras de suabes retais colhidos individualmente dos suinos
experimentalmente infectados para o estudo da transmissao aérea. Jaboticabal, 2007.

Isolador 1 Isolador 2 Isolador 3
DPI (animais controle) (animais inoculados) (animais sentinelas)
C1 C2 13 14 S5 S6
1° - -
2° - -
3° - -
40 - -
5° - -
6° - -
7° - -
8° - -
9° - -
10° - -
11° - -
12° - -
13° - -
14° - - +
DPI — dias apés inoculagdo; C1 e C2 - animais-controle; I3 el4 - animais infectados; S5 e S6
animais-sentinelas; (-) Negativo; (+) Positivo

+ 4+ + + + + A+ A+ o+ o+
+ 4+ + + + + + + o+ o+ o+
1
1

+
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Tabela 5: Resultados da detecgdo de Salmonella Panama M pelo isolamento bacterioldgico a partir de

amostras de tecidos de suinos apés 14 dias da inoculagao. Jaboticabal, 2007.

Animais controle (C) Animais inoculados (I) Animais sentinelas (S)
Tecidos C1 C2 13 14 S5 S6
L. mandibulares - - + + - -
Tonsilas - - - + - -
Pulmdes - - - + - -
Figado - - + - - -
Baco - - + + - -
L. {leo-célicos - - + + - -
L. mesentérios - - + + - -
Jejuno - - + + - _
fleo - - + + _ .
Conteuddo do ceco - - + + - _

C1 e C2 - animais-controle; I3 el4 - animais infectados; S5 e S6 animais-sentinelas;L. — linfonodos;
(-) Negativo; (+) Positivo

As avaliacdes soroldgicas, realizadas em amostras de sangue, colhidas da
porca e de seus leitdes no periodo pré-inoculatério, revelaram resultados positivos
para a porca e para dois leitdes, um no grupo controle € o outro no sentinela. O
mesmo exame, realizado apenas para os leitdes no 14° dia pos-infeccdo, mostrou
resultado positivo apenas para um dos leitdes, alocado no grupo sentinela. Todos
os demais leitdes, incluindo os inoculados, revelaram sorologia negativa (Tabela
6).

Tabela 6: Resultados sorologicos observados em soro sanguineo de suinos antes e apés o
periodo de inocu’LaA$éo experimental com Salmonella enterica subespécie enterica
sorotipo Panama ™ . Jaboticabal, 2007.

Animais Periodo pré- inculatorio 14 DPI
Porca Positivo -
C1 Negativo Negativo
C2 Positivo Negativo
13 Negativo Negativo
14 Negativo Negativo
S5 Negativo Negativo

S6 Positivo Negativo
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V. DISCUSSAO

Com o presente trabalho objetivou-se avaliar a importancia da via aérea
como forma de transmissao de Salmonella enterica subespécie enterica sorotipo
Panama entre leitdes desmamados. Conforme evidenciam os resultados, nao foi
possivel demonstrar a transferéncia do agente, inoculado por via oral em dois
leitdes, a outro grupo de dois leitdes, alojados em ambiente isolado e contiguo.
Sendo o ar o unico elemento de contacto entre estes dois grupos de leitdes — o
grupo infectado e o grupo sentinela - ndo se verificou, conseqientemente, a
transferéncia aérea do agente entre os dois grupos experimentais referidos. Estes
resultados corroboram os encontrados em estudo semelhante realizado em nosso
Laboratério, por FRESCHI (2007), no qual a transmissdo aérea de Salmonella
enterica subespécie enterica sorotipo Derby também ndo ocorreu. Ambos 0s
resultados, contudo, diferem de outros trabalhos realizados em outras espécies
(TANNOCK & SMITH, 1971; WATHES et al., 1988; LEVER & WILLIANS, 1996).
Na espécie suina, a doenca foi reproduzida por FEDORKA-CRAY et al. (1995), ao
inocularem, pela via nasal, suinos esofagotomizados. Os resultados diferem,
ainda, daqueles obtidos por OLIVEIRA (2005), também em nosso Laboratério, que
demonstrou de maneira clara e inédita a transmissdo aerdégena de Salmonella
Typhimurium e Agona, entre suinos desmamados.

A transmissdo de Salmonella pela via aer6gena é, desta forma, algo
possivel. Conforme ja demonstrado por outros pesquisadores, como MINEV et al.
(1981) e PROUX et al. (2001), salmonelas podem ser isoladas do ar ambiente,
indicando, sem duvidas, a importancia que a via aer6gena pode ter na
epidemiologia da salmonelose. Os resultados verificados em ensaios realizados
com o sorotipo Derby e agora com o sorotipo Panama revelaram, contudo, que a
via aérea parece ndo ter a mesma importancia para todos os sorotipos. Sabe-se
que existem diferencas biologicas dentro do género Salmonella, em que alguns
sorotipos sdo mais patogénicos do que outros. A Salmonella Typhimurium
representa, atualmente, o principal sorotipo isolado dos suinos (SCHAWRTZ,
1999; BAGGESEN & WENEGER, 2004).
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Afora o aspecto patogenicidade, também a diferente viruléncia entre
sorotipos pode ser aventada para explicar os diferentes resultados registrados nos
estudos ja realizados. Muitas séo as hip6teses para que a transmissao néo tenha
ocorrido. O que h& de seguro, para o presente estudo, € que a infec¢do induzida
experimentalmente realmente se estabeleceu. Conforme demonstram os
resultados da Tabela 4, os animais que receberam o inéculo excretaram a bactéria
pelas fezes durante todo o periodo experimental, tendo se evidenciado, apds a
necropsia destes animais, que a infec¢do nao ficou restrita aos intestinos, mas se
difundiu a outros 6érgaos e estruturas internas (Tabela 5). Produziu-se, desta
forma, a infecgao sistémica dos animais inoculados.

Embora possa haver variagdes entre bactérias e sorotipo, é sabido que as
infeccbes s6 se estabelecem se o indculo possuir concentracbes elevadas da
bactéria. Desta forma, a baixa excrecao de Salmonella pelos animais infectados
pode representar outro fator a justificar a ndo transferéncia do microrganismo do
grupo infectado para o grupo sentinela. Estudos futuros deveriam incluir na
metodologia a titulagdo da quantidade de bactérias que é excretada, na
dependéncia do sorotipo respectivamente envolvido.

Os exames sorolégicos, realizados para detectar a presenca de titulos
contra Salmonella no sangue da porca ou dos leitdes, no presente trabalho,
mostraram resultados positivos para a porca, um dos leitdes do grupo controle e
um dos leitdes do grupo sentinela. Sem duvidas, isso poderia justificar, em parte, a
nao transferéncia do agente entre o grupo infectado e os animais sentinela. A
imunidade passiva, transferida da porca a seus leitdes, poderia ter evitado que os
animais adquirissem a infeccdo, mesmo que tivessem tido o contacto com a

bactéria. Algumas questdes, de qualquer forma, merecem avaliacao.

- Por que apenas dois dos seis leitbes apresentaram sorologia positiva? -
Por que estes animais, inclusive os inoculados, apresentaram sorologia

negativa no segundo exame, realizado duas semanas depois?
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Sabe-se que a partir da terceira semana pds-nascimento ocorre diminui¢cao
gradativa da imunidade colostral (ROTH, 199). Tal fato possivelmente justifique os
resultados da sorologia pré-inoculatoria negativa observada em quatro dos seis
leitbes envolvidos neste estudo. Os outros dois, possivelmente, ainda
conservavam titulos suficientes para soropositividade no momento dos exames.

O teste de ELISA, usado neste trabalho, detecta anticorpos tipo IgG apenas
apos dado periodo, necesséario a soroconversdo. De acordo com NIELSEN et al
(1995), nas infeccbes por Salmonella spp. este periodo varia de 7 a 22 dias,
havendo diferencas na detecc¢ao de anticorpos dependentes do sorotipo envolvido.
Para Salmonella Panama, a deteccdo de anticorpos apresentou-se ausente ou em
baixos niveis (VAN WINSEN et al., 2001). Estas informacdes justificam a
negatividade do teste de ELISA nas amostras colhidas dos animais inoculados ao
término do experimento (14 DPI). Possivelmente, se o periodo experimental se
estendesse por mais uma ou duas semanas, estes animais soroconverteriam.

Em sintese, os resultados obtidos neste estudo e em outros, realizados em
nosso Laboratério e por diversos outros pesquisadores, revelam que o
comportamento dos inumeros sorotipos de Salmonella é bastante variavel, em
relacdo a diversos aspectos. Muitos outros estudos serdo necessarios até que se
consiga adequado conhecimento da epidemiologia desta infeccdo, deveras
importante sob o0 aspecto de saude publica.
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V.l. CONCLUSOES

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

e A infecg@o experimental de suinos com Salmonella enterica subsp. enterica

sorotipo Panama mostrou-se importante para os suinos.

e Nao foi possivel demonstrar a transferéncia aérea do agente entre leitdes

desmamados.
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