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INVESTIGACAO EXPERIMENTAL SOBRE A TRANSMISSAO AEROGENA E
NASO-NASAL DE Salmonella enterica subespécie enterica sorotipo Derby
EM SUINOS.

RESUMO - Os suinos e seus produtos sdo considerados importantes
fontes de salmonelose humana. Desta forma, o controle das infec¢gdes nas granjas
€ considerado essencial para a prevencao de Salmonella na cadeia produtiva de
suinos. No entanto, o maior entrave na profilaxia da infecgao €, principalmente, a
falta de conhecimentos sobre sua epidemiologia em sistemas de producéo
intensivos de criagdao de suinos, principalmente em relagdo as possiveis vias de
transmissao desse agente. Este estudo testou a hipotese da transmissao naso-
nasal (E1) e aerogena (E2) de Salmonella Derby na espécie suina. Os
experimentos foram realizados em isoladores construidos em ago inoxidavel e
vidro e totalmente controlados. No E1, os isoladores dos suinos inoculados e dos
suinos sentinela estavam conectados por pequena fenda que permitia apenas o
contato naso-nasal. Em E2 os isoladores estavam conectados por condutores de
ar que permitiam o fluxo de ar unidirecional do isolador 1 (suinos controle) ao
isolador 3 (suinos sentinela), passando pelo isolador 2 (suinos inoculados). A
duragdo de ambos experimentos foi de 15 dias. Nesse periodo, amostras dos
sacos de dejetos, dos suabes retais, das fezes do piso e do ar foram colhidas
diariamente e avaliadas quanto a presenca de Salmonella. A hipotese de
transmissao naso-nasal e aerégena de S. Derby nao foi corroborada pelo

isolamento e detecgao do agente nos animais sentinela.

Palavras-chave: Salmonella, suinos, transmissao aerdgena, transmissao naso-

nasal



EXPERIMENTAL INQUIRY ON AIRBORN AND NOSE-TO-NOSE
TRANSMISSION OF Salmonella enterica subspecies enterica serovar Derby
IN SWINE.

ABSTRACT - Pork and pork products are recognized as one of the major
sources for human salmonellosis. However, the infection control in the farms is
considered essential for the Salmonella prevention in the productive swine chain.
However, the most impediment in the infection prophylaxis is, mainly, the lack of
knowledge on its epidemiology in intensives production systems, mainly related to
the transmission possible ways of this agent.

This study has tested the hypothesis of nose-to-nose and airborne transmission of
Salmonella Derby in the swine species. The trials were performed using stainless-
steel and glass isolation cabinets and totally controlled. In the trial 1, inoculated
pigs and sentinel pigs isolation cabinets were connected by small crack that
allowed only the nose-to-nose contact. In the trial 2 isolation cabinets were
connected by air ducts that allowed an unidirectional airflow from cabinet 1 (control
pigs) to cabinet 3 (sentinel pigs), passing through cabinet 2 (inoculated pigs).

The duration of both trials were 15 days. At this period, slurry bags, rectal swabs,
pooled faecal from the floor and air samples were collected daily and assessed by
culture and PCR.

The nose-to-nose and airborne transmission hypothesis of S. Derby was not

corroborated by the agent isolation and detection in the sentinel pigs.

Keywords: Salmonella, swine, airborne transmission, nose-to-nose transmisson



I. INTRODUGAO

A Salmonella € uma enterobactéria encontrada em diferentes espécies
animais, sendo 0s suinos susceptiveis a ampla variedade de sorotipos. O género
Salmonella foi identificado como importante causa de doeng¢a ha mais de um
século, e atualmente, a salmonelose representa, a mais importante causa de
toxinfecgdo alimentar em humanos, tanto em paises desenvolvidos, como em
desenvolvimento. As infecgbes por Salmonella, na espécie suina, sao de grande
preocupagao para veterinarios e produtores, pois além dos prejuizos causados
pelo tratamento dos animais doentes, a presenga do agente em carcagas e

produtos pode representar fonte de contaminagao para humanos.

O crescimento de produtos de origem animal no comércio internacional e a
exigéncia crescente por produtos mais seguros, demandada pelos consumidores,
tém contribuido para aumentar a qualidade sanitaria dos produtos carneos,
constituindo-se objeto de competicdo entre mercados exportadores. O Brasil
ocupa hoje o quarto lugar tanto na produgdo como na exportacdo mundial de
carne suina (ABIPECS, 2007). Comparativamente aos demais paises, o Brasil é
aguele que apresenta maiores condi¢gdes 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
padrées de qualidade torna-se prejudicial a comercializagao.

Dessa forma, niveis baixos de prevaléncia de Salmonella na produgao
animal devem ser conseguidos, uma vez que ha correlagédo direta entre os niveis
de contaminagao de carcagas por Salmonella nos abatedouros e sua prevaléncia
nos animais de granjas.

Os suinos infectados pela grande maioria dos sorotipos de Salmonella nao

exibem sinais clinicos da doencga, sendo, porém, portadores que podem excretar a



bactéria de forma intermitente, e portanto, os principais envolvidos na
contaminagdo da carne suina e seus produtos. Logo, a epidemiologia da
salmonelose em suinos deve levar em consideragao dois aspectos distintos: a
salmonelose como infecgao clinica e a contaminacéo por Salmonella em carcagas
suinas e seus produtos. A escassez de conhecimentos aliada a complexidade da
epidemiologia de Salmonella nos sistemas intensivos de criagdo € o principal
entrave para o controle desse patégeno na cadeia produtiva de suinos. Ha,
portanto, necessidade de maiores conhecimentos sobre a epidemiologia de
Salmonella nos sistemas de criagao, para implantar e viabilizar medidas de seu
controle, nas fases que antecedem o abate. Estudos experimentais sobre a
transmissao desse agente seriam de grande valia para a implementagdo de
medidas de controle e estratégias de prevencao eficazes. Dessa forma, esse
estudo teve como objetivo avaliar a importancia das vias aerégena e naso-nasal

na transmissao de Salmonella Derby em suinos desmamados.



Il. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Histérico da Salmonella

As salmonelas foram identificadas como importantes causadoras de doencga
ha mais de 100 anos (LAX et al., 1995). A salmonelose representa, em muitos
paises, a mais importante doenga transmitida pelas carnes vermelha e avicola
(DAVIES, 1997b). O género Salmonella recebeu esse nome em homenagem ao
bacteriologista Daniel Elmer Salmon. Salmon & Smith (1886) isolaram o
microorganismo posteriormente denominado Salmonella Choleraesuis, e este foi 0
sorotipo mais isolado de plantéis suinos durante anos. Atualmente, ampla
variedade de sorotipos tem sido isolada de suinos, sendo S. Typhimurium, S.
Derby, S. Agona, S. Anatum e S. Infantis os mais frequentes. Salmonella é o
grupo mais complexo da familia Enterobacteriaceae, com mais de 2.400 sorotipos
descritos no esquema Kauffman-White (KONEMAN et al., 2001). Nesse esquema,
as salmonelas estdo agrupadas (A, B, C etc.) com base nos antigenos somaticos
O e subdivididas em sorotipos (1, 2 etc.) por seus antigenos flagelares.

A salmonelose é zoonose de importancia mundial. A ampla distribuicdo do
género Salmonella entre animais e sua permanéncia no ambiente contribuem para
gue esse microorganismo assuma papel de importancia na saude publica (WEISS
et al., 2002). Nos Estados Unidos da América, segundo dados do Center for
Disease Control (CDC), durante o periodo de 1973 a 1987, bactérias do género
Salmonella foram responsaveis por 43% dos surtos de doenga em seres humanos
causados por agentes bacterianos presentes em alimentos contaminados e por
51,3% dos casos clinicos de doengas dessa categoria (BEAN, 1996). Anualmente,
nesse mesmo pais, cerca de 4 milhées de pessoas sao infectadas por Salmonella,
gerando custos médicos de até 3,8 bilhdes de dolares/ano, constituindo-se no
mais oneroso agente infeccioso transmitido por alimentos contaminados
(ISAACSON et al., 1999). No ano de 2004, sé na Unido Européia, 192.703 casos
de salmonelose humana foram registrados (EFSA, 2005). A necessidade de



cooperagao global no controle da salmonelose foi enfatizada pela Organizagao
Mundial da Saude (BOGEL, 1991). Isso é faciimente compreendido, visto que as
infeccbes por Salmonella também sdo difundidas através do comércio
internacional de ragao animal, animais vivos e alimentos (FORSHELL & WIERUP,
2006).

2.2. Etiologia e taxonomia do género Salmonella

O género Salmonella pertence ao reino Bacteria, filo Proteobacteria, ordem
Enterobacteriales, familia Enterobacteriaceae (KONEMAN et al., 2001). E grupo
morfologica e bioquimicamente homogéneo, constituido de bacilos Gram-
negativos, ndo esporulantes, geralmente méveis com flagelos peritriquios (exceto
S. Gallinarum) e intracelulares e anaerdbios facultativos (EKPERIGIN &
NAGARAJA, 1998).

As salmonelas ndo fermentam a lactose (exceto S. entferica subesp.
arizonae e S. enterica subesp. diarizonae), fermentam glicose com produgao de
gas (exceto S. Typhi); ndo produzem indol, ndo degradam a uréia e
descarboxilizam lisina e ornitina (KONEMAN et al., 2001).

O trato gastrointestinal de animais de sangue quente ou frio serve como
principal reservatério dessas bactérias, as quais sao eliminadas, principalmente,
pela via fecal (HOOK & GUERRANT, 1980). Possuem requerimentos nutricionais
simples, crescendo bem a 35° - 37°C, pH 6,5 - 7,5, mas ndo compete bem com
outros microorganismos contaminantes de alimentos, porém sao conhecidas
amostras adaptadas a variagao maior de pH (4,5 a 9,5) e temperatura (2°C a
54°C) (D’AOUST, 1997). S&do muito resistentes, sobrevivendo ao congelamento e
a dessecacado, podendo persistir por semanas, meses e até anos no meio
ambiente (BOHM, 1993). Porém, sao destruidas quando expostas a temperaturas
de 55°C por uma hora ou 60°C por quinze a vinte minutos, por pasteurizacédo a

71°C por quinze segundos e por cozimento se a temperatura interna do alimento



atingir 74° - 77°C (D’AOUST, 1997). Sao sensiveis a luz solar e a maioria dos
desinfetantes (fendis, clorados e iodados) (SOBESTIANSKY et al., 1999). Apesar
de sua resisténcia, acredita-se que o animal portador seja a maior fonte de
infeccao tanto para humanos como para os animais (FEDORKA-CRAY, 1996).

Apesar das constantes modificagdes taxondmicas ocorridas nos ultimos
anos, atualmente, a taxonomia aceita € a proposta por POPOFF & LE MINOR
(1997). Estudos do DNA mediante técnicas de hibridizagdo mostraram que o
género Salmonella esta constituido por duas espécies: Salmonella enterica e
Salmonella bongori. A primeira espécie contém seis subespécies — S. enterica
subesp. enterica, S. enterica subesp. salamae, S. enterica subesp. arizonae, S.
enterica subesp. diarizonae, S. enterica subesp. houtenae e S. enterica subesp.
indica (POPOFF & LE MINOR, 1997).

A maioria dos sorotipos isolados do homem e de animais de sangue quente
pertencem a subespécie enterica (subespécie 1) e o nome geralmente esta
relacionado ao local geografico onde foi isolado pela primeira vez. Como 0s
sorotipos nao possuem nivel taxondmico de espécie, seus nomes nao pertencem
ao dominio do “Codigo Internacional de Nomenclatura Bacteriana” e por isso
devem ser escritos com letra tipo romano, ndo em italico, da seguinte forma:
Salmonella enterica subesp. enterica sorotipo Derby; para fins praticos:
Salmonella Derby (CAFFER & TERRAGNO, 2001).

2.3. Aspectos epidemiolégicos

As salmonelas apresentam caracteristicas importantes que garantem sua
ampla distribuigdo mundial, entre elas: grande numero de hospedeiros, eficiente
eliminagao fecal pelos animais portadores, persisténcia no meio ambiente, e eficaz
transmissao por ragao, fomites, veiculos, etc (SCHWARTZ, 1999). Os sorotipos de

Salmonella podem ser divididos em dois grupos: sorotipo hospedeiro-adaptados,



geralmente associado a doenca sistémica ou quadro clinico severo e, sorotipo
nao-adaptados, que normalmente causam infecgdes subclinicas autolimitantes.

Entre os sorotipo hospedeiro-adapatados estdo: S. Typhi (humanos), S.
Gallinarum (aves), S. Abortusovis (ovinos) e S. Dublin (bovinos), normalmente
associados a doenga sistémica ou quadro clinico severo (UZZAU et al., 2000). Os
sorotipo n&do-adaptados frequentemente sdo associados as infecgdes subclinicas
ou gastroenterites autolimitantes, podendo afetar ampla variedade de hospedeiros
(JOSEPH, 1988).

A principal forma de transmissdo € pela via fecal-oral, porém ha
confirmacéo experimental da transmissdo aerdégena (OLIVEIRA et al., 2004) de
Salmonella enterica na espécie suina. Outras fontes de infecgao incluem roedores,
insetos, humanos, e também racéo e matéria-prima contaminada (McCHESNEY et
al., 1995).

Suinos sadios sao freqluentemente infectados com Salmonella sem
apresentar qualquer sintoma da doenga (SWANENBURG et al., 2001), tornando-
se reservatoérios do microorganismo e funcionando na cadeia epidemiolégica como
fonte de infecgdo para animais e humanos. Fatores de estresse (superpopulagéo,
transporte, calor, etc), manejo (mas condi¢des sanitarias), estado imunologico ou
nutricional e outras doencgas intercorrentes influenciam o desenvolvimento da
salmonelose.

A taxa de morbidade nos surtos de salmonelose geralmente é alta em
suinos, ovinos e bezerros, algumas vezes alcangando 50% ou mais (SCHWARTZ,
1999).

2.4. Métodos para identificagao de Salmonella

Os meétodos tradicionais para o isolamento de Salmonella enterica s&o

baseados em cultivos utilizando meios seletivos, e por caracterizagéo das colénias

suspeitas por testes bioquimicos e sorolégicos (SOUMET et al., 1999).



O procedimento para isolamento de Salmonella geralmente possui quatro
fases distintas: (1) pré-enriquecimento em meio n&o seletivo, para permitir a
ressuscitagdo de qualquer célula injuriada e multiplicagdo dos “microorganismos-
alvo” e outros presentes na amostra; (2) enriquecimento seletivo, que permite a
sobrevivéncia ou crescimento de Salmonella, enquanto inibe outros
microorganismos presentes no caldo seletivo; (3) plagueamento utilizando agares
que restringem o crescimento de outras bactérias que nao sejam Salmonella, com
a finalidade de produzir isolados presuntivos; e (4) confirmagao, onde colénias
presuntivas sdo sujeitas a variedade de testes bioquimicos e sorologicos para
confirmar que elas pertencem ao género Salmonella e determinar seu sorotipo
(VAN DER ZEE & HUIS IN’'T VELD, 2000).

Varios meios de pré-enriqguecimento sao citados, e sua escolha deve levar
em consideragdo o tipo de amostra a ser analisada. Entre eles estdo: caldo
lactose, agua peptonada tamponada, caldo GN-Hajna e caldo triptona de soja
(TSB) (WALTMAN, 2000).

Entre os caldos de enriquecimento seletivo mais utilizados pelos
laboratérios para o isolamento de Salmonella estdao aqueles das familias do
selenito e tetrationato e o caldo Rappaport-Vassiliadis. J& os meios de
plagueamento podem ser divididos dentro de trés grupos, de acordo com o agente
seletivo. Sdo eles : agares com sais de bile (adgar deoxicolato-citrato, agar
Salmonella-Shigella, agar enterico de Hektoen Enteric e agar xilose-lisina-
deoxicolato - XLD), agar verde brilhante e agar sulfato de bismuto (BUSSE, 1995).

Apesar dos métodos de cultivo tradicionais serem altamente utilizados, eles
sao laboriosos e consomem tempo (4 a 7 dias). Além disso, estas técnicas podem
apresentar baixa sensibilidade quando o nivel de contaminagdo das amostras for
baixo (FRICKER, 1987; D’AOUST, 1992). Devido a essas desvantagens, varios
métodos, mais rapidos e sensiveis, para a identificacdo de Salmonella, em
diferentes tipos de amostras, tém sido desenvolvidos. A hibridizagdo do DNA
(STONE et al.,, 1994), anticorpos fluorescentes e ELISA-teste (THOMASON,
1971), sdo exemplos desse métodos. A técnica da reagdo em cadeia da



polimerase (PCR) representa maior avango em termos de velocidade,
sensibilidade e especificidade entre os métodos de diagnostico, e seu uso tem
sido aumentado para identificar varias espécies bacterianas em amostras clinicas
e alimentares (STONE et al., 1994).

2.5. Salmonella sp. em suinos

As infecgcbes por Salmonella sp. na espécie suina causam preocupagao
pois podem provocar septicemia e diarréia em animais desmamados e representar
fonte de infecgdo para humanos, decorrente do consumo de carne contaminada
(WILCOCK & SCHWARTZ, 1992).

A ubiquidade do género Salmonella possibilita exposi¢cdes repetidas dos
suinos a varios sorotipos presentes nas ragdes, agua e fezes dos animais
infectados (LAX et. al., 1995).

Nos suinos, poucos sorotipos causam doenga clinica, entretanto, aqueles
gue ndo estdo associados a esse quadro sao os principais envolvidos na
contaminagao da carne suina e seus produtos (FEDORKA-CRAY & GRAY, 1996).

A salmonelose pode se apresentar clinicamente nos animais na forma
entérica (localizada) com diarréia ou na forma generalizada, afetando varios
sistemas, resultado de septicemia. Os sorotipos normalmente associados sao o
Typhimurium para as enterites e o Choleraesuis para as septicemias, entretanto
existem registros de outros sorotipos associados a doenga. Salmonella
Choleraesuis foi o principal agente da salmonelose suina em muitas regides do
mundo, incluindo América do Norte, Asia e Europa Oriental (SCHWARTZ, 1999).
Curiosamente, sua importéncia tem diminuido vertiginosamente em algumas
regides, como Europa Ocidental e Escandinavia. Na Dinamarca ndo tem sido
isolada ha décadas (DAHL et al., 1997). Na Gra-Bretanha, foi o principal agente de
salmonelose suina até 1970. A partir de 1995, S. Typhimurium passou a



responder por 65% dos episodios de salmonelose suina, seguido por S. Derby
(GRESHAM, 1996).

As infecgbes causadas por S. Typhimurium e por outros sorotipos
geralmente ndo sdo acompanhadas de sinais clinicos, ou se apresentam como
doencgas autolimitantes restritas ao trato digestivo.

O principal ciclo de infec¢ao é fecal-oral, podendo a bactéria se alojar nos
linfonodos, carregada por macréfagos e neutréfilos, e ser excretada quando o
animal for submetido a fator estressante (EKPERIGIN & NAGAJARA, 1998). Para
alcancar os linfonodos, Salmonella sp. resiste ao acido cloridrico do estémago, a
motilidade intestinal e a agdo da microbiota local, invadindo a mucosa intestinal.
Segundo BAUMLER et al. (2000), a comunicagdo entre as placas de Peyer
(células M), concentradas no ileo, e a mucosa intestinal serve de porta de entrada
para Salmonella sp., que, utilizando a fimbria polar, alcanga os foliculos linféides.
A colonizacao desse tecido contribui para o desenvolvimento da doenca localizada
e sistémica. Por outro lado, a invasao precoce por meio das tonsilas ja foi descrita
(FEDORKA-CRAY et al., 1997).

A doenga ocorre em numero variavel de animais, geralmente abaixo de
15%, com mortalidade entre 4% e 6%, normalmente em leitdes com menos de 5
meses de idade (SOBESTIANSKY et al., 1999). Esses animais se infectam pela
entrada de suinos portadores no rebanho, os quais excretam o microorganismo,
que se torna amplamente disseminado. O periodo de incubagéo é de 24 a 48
horas. Na forma localizada, os leitdes apresentam diarréia aquosa, amarelada e
fétida durante 3 a 7 dias, podendo ser sanguinolenta e com presenga de estrias de
tecido necrdético. O quadro pode ser acompanhado de hipertermia moderada,
anorexia e desidratagdo, com perda progressiva de peso, com mortalidade baixa
(SCHWARTZ, 1999).

O animal infectado pode ou n&o desenvolver sinais clinicos da doenga,
entretanto o estado de portador e consequente disseminador de salmonela é a
forma mais importante de manutengado do agente nos rebanhos e de sua entrada

nos frigorificos (SCHWARTZ, 1999). Neste ultimo caso, sua importéncia esta
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relacionada a saude publica, pois sdo as principais fontes de contaminacédo das
carcagcas nos abatedouros e passam despercebidos enquanto estdo na
propriedade. E possivel que o ser humano adquira salmonelose mediante contato
direto com animais infectados (GRESHAM, 1996). Entretanto, cerca de 95% dos
casos de salmonelose humana sdo causados pela ingestdo de alimentos
contaminados (BAGGESEN & WEGENER, 1994; EKPERIGIN & NAGARAJA,
1998).

Sabe-se que os suinos infectados sédo a principal fonte de contaminagao
das carcagas (BORCH et al.,, 1996; SORENSEN et al.,, 2004). No entanto, a
prevaléncia da infecgdo determinada ao abate pode néo refletir a real prevaléncia
na granja. Nesse caso, a prevaléncia na granja € normalmente superestimada, em
funcdo de muitos suinos infectarem-se durante o transporte ao frigorifico ou
mesmo nas baias de descanso pré-abate (HURD et al., 2004). Além disso, a
contaminagao cruzada por outros animais na linha de abate ou pelo préprio
ambiente do frigorifico também pode causar contaminacao final das carcagas.

No Estado de Sao Paulo, entre 1950 e 1990, S. Typhimurium, S. Agona e
S. Infantis foram os principais sorotipos isolados de casos de salmonelose
humana (TAUNAY et al.,, 1996). Esses sorotipos também tém sido isolados de
suinos criados intensivamente no Brasil (LANGENEGGER et al., 1983; MICHAEL
et al., 2002; WEISS et al.,, 2002;), fato que caracteriza 0S suinos como
reservatorios de salmonelas potencialmente patogénicas ao ser humano.

Nos Estados Unidos da América, sao registrados anualmente, entre 40.000
e 60.000 casos de salmonelose humana, o que gera grandes gastos aos sistemas
de saude. ROBERTS (1989) estimou custo de U$ 700 por caso clinico humano
registrado nesse pais. Segundo HALD & WEGENER (1999), entre as fontes de
infeccdo para humanos na Dinamarca, 40% a 45% s&o provenientes de ovos e
10% a 15% de produtos suinos. Nesse mesmo pais houve surto de infeccao
humana por S. Typhimurium cuja fonte de infec¢do estava relacionada a ingestao
de carne suina contaminada (MAGUIRE et. al.,1993).
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No Brasil, a bibliografia disponivel sobre os danos causados pela
Salmonella a saude publica é ainda muito escassa sem a possibilidade de
qualquer analise econémica.

O processo de consolidagdo da industria de produtos carneos e sua
tendéncia a alcangar mercados cada vez maiores e distantes, acarreta riscos de
surgimento de surtos de salmonelose geograficamente dispersos (ALTEBRUSE et
al., 1998). Existe demanda, principalmente entre os consumidores dos paises
industrializados, quanto a seguranga dos produtos de origem animal (BLAHA,
2001). Associa-se a isso o fato da Dinamarca ter langado, com sucesso, 0
programa de controle de Salmonella em rebanhos suinos, desencadeando
pressdo em outros paises produtores para a implementacdo de medidas
semelhantes. Assim, muitos paises tém implantado medidas para a redugao e o
controle de Salmonella na cadeia produtiva da carne suina, visto que elas
constituem instrumento de competicdo entre mercados exportadores de carne
suina (EMBORG et al., 1996; MOUSING et al., 1997; DAVIES et al., 1998).

2.6. Ocorréncia de Salmonella enterica em granjas e abatedouros

A ocorréncia de Salmonella enterica nos sistemas intensivos de criagao é

bastante frequiente em varios paises.

HARRIS et al. (1997), analisando amostras de ragdo e ingredientes
destinados a suinos, identificaram sete dos treze sorotipos isolados de
Salmonella (Worthington, Anatum, Heidelberg, Agona, Montevideo, Oranienberg
e Derby) como os mais comumente isolados de suinos e seres humanos.

Em estudo realizado utilizando amostras do meio ambiente colhidas de
granjas de terminagédo, LETELLIER et al. (1999) detectaram Salmonella em
70,7% (29/41) das granjas, e em cinco destas granjas o sorotipo Derby foi o0 mais
isolado (37,1%).
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BAGGESEN et al. (1996) isolaram Salmonella a partir de dejetos (34%),
fezes (25%), baias (24%), equipamentos (19%) e sistema de ventilagao (12%),
comprovando que a disseminagao deste agente pode ser grande na propriedade,
principalmente onde a infecgao é clinica.

No Rio Grande do Sul, também em granjas de terminagédo, 30% (3/10)
foram positivas para Salmonella, e em duas dessas granjas, mais de 50% das
amostras foram positivas; os sorotipos Agona, Bredeney, Derby, Lexington,
London, Mbandaka, Panama e Schwarzengrung foram identificados (WEISS et
al., 2002).

MICHAEL et al. (2002) relataram o isolamento de 14 sorotipos diferentes de

S. enterica em uma unica propriedade do Rio Grande do Sul: S. Agona, S.
Typhimurium, S. Anatum, S. Tennesse, S. Heidelberg, S. Lexington, S. Rissen, S.
Infantis, S. Mbandaka, S. Grupensis, S. Minnesota, S. Montevideo, S. Cerro e S.
Orion.

No Estado da Carolina do Norte (EUA), a frequéncia de isolamento do
sorotipo Derby foi de 24,2% em granjas de terminacdo (GREBEYENES et al.,
2002).

Segundo o Laboratério Nacional de Referéncia para Salmonella e Shigella
da Espanha (LNRSSE), a Salmonella Derby tem sido o sorotipo mais isolado de
amostras animais, principalmente em suinos (VALDEZATE et al., 2005).

Na Bélgica, os sorotipos mais isolados de amostras ambientais de frigorifico
foram S. Typhimurium (38,6%), S. Livingstone (21%) e S. Derby (21%)
(BOTTELDOORN et al., 2003).

Niveis baixos de prevaléncia de Salmonella na producédo animal devem ser
mantidos (KRUSE, 1999), pois ha correlagdo positiva entre os niveis de
contaminagdo de carcagas por Salmonella e sua prevaléncia nos animais
destinados ao abate (WIDDERS et al., 1996). A infec¢cao de rebanhos tende a ser
problema persistente nos sistemas de produg¢ao de suinos, uma vez que diversos
fatores podem contribuir para a cadeia epidemiolégica do agente, dificultando o
seu controle (BLAHA, 2001).
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No Brasil, tem sido relatada a presenga de animais portadores de
Salmonella spp. ao abate e contaminagdo do produto final. Estudo recente
realizado no Rio Grande do Sul indicou que 55,66% (167/300) dos suinos foram
positivos ao abate, amostrados a partir de conteudo intestinal e linfonodos
mesentéricos, em trés frigorificos com servigo de Inspegdo Federal, onde os
sorotipos mais prevalentes foram: Typhimurium (24,3%), Agona (19,9%), Derby
(13,2%)\e Bredeney (12%) (BESSA et al.,, 2004). Em trabalho semelhante,
CASTAGNA et al. (2004) isolaram Salmonella de pelo menos uma das amostra
colhidas em 79% (71/90) dos suinos avaliados. 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%), Minnesota
(1,6%), Montevideo (0,5%), Orion (0,5%) e Saint Paul (0,5%).

O isolamento frequente 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 infecgdo em
41,5% dos animais investigados.

Com excegao da Suécia, onde a prevaléncia de Salmonella na cadeia de
producao suina tem sido extremamente baixa (THORBERG & ENGVALL, 2001), o
agente é frequentemente isolado de suinos e amostras de ambiente de frigorificos
em varios paises.

Os suinos portadores de Salmonella sao importante fonte de contaminacéao
de carcagas, durante o processo de abate, visto que a contaminagdo cruzada
pode ocorrer em qualquer ponto do abate (BORCH et al., 1996). Dessa forma, a
reducao das infecgbes nas granjas suinas é considerada ponto-chave no controle

de Salmonella na carne suina.



14

2.7. Fontes de introducao de Salmonella

Considerada a complexidade da epidemiologia de Salmonella, decorrente
da relagdo dindmica entre agente, hospedeiros e fatores ambientais, conclusdes
definitivas sobre a transmissao e eliminagdo do agente dificilmente podem ser
tomadas a partir de estudos realizados no campo (FUNK et al, 2001). A
coordenacgao das atividades em todas as fases de producéo é fator preponderante
no sucesso de programas de controle. Tomando os principios de programas de
Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle, e, considerando-se que a
contaminagdo de carcagas e produtos industrializados esta relacionada
diretamente com a presenca de portadores e excretores sadios entre os suinos,
estes constituem-se no primeiro ponto critico para a agroindustria. O controle
desses portadores passa pelo monitoramento de fatores como qualidade da ragao
fornecida, do manejo e fatores de risco na granja e pela limpeza e desinfeccéo de
baias de espera no frigorifico.

Algumas fontes de introdugao de Salmonella enterica nas granjas sao bem
conhecidas e envolvem, principalmente, aquisicdo de animais infectados; agua,
racdo e ingredientes contaminados; roedores, moscas, passaros € mesmo
funcionarios ou visitantes (HEARD, 1969). No entanto, a importéncia de cada fonte
potencial parece ser dindmica e particular de cada granja (DAVIES & FUNK,
1999).

A prevaléncia de Salmonella, em suinos criados em sistemas intensivos,
assume valores bastante variaveis, indicando a existéncia de importantes fatores
de risco sobre a disseminagao desse agente (DAVIES et al., 1997b). A diversidade
de amostras das quais Salmonella pode ser isolada, o que pode originar ciclos de
contaminagao préprios de cada granja, sugere que estudos envolvendo possiveis
fatores de risco associados a transmissao de Salmonella devam ser também

avaliados experimentalmente.

A via oral de infecgao, pela ingestdo de ragdo contaminada por fezes

contendo Salmonella, é considerada a mais importante (WILCOCK &
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OLANDER, 1978). O suino atua como um filtro biolégico, concentrando e
excretando salmonelas com diferentes propriedades infectantes (LINTON,
1979). Em virtude da Salmonella sobreviver e proliferar fora dos hospedeiros,
parece ocorrer um continuo ciclo de contaminagao fecal-oral, originando um
problema higiénico de dificil controle (BERENDS et al., 1996). Assim, a
contaminagao ambiental da creche e da terminagao seriam a principais causas
das infecgdes endémicas por salmonelas nas granjas suinas (BERENDS et al.,
1996; GRESHAM, 1996; DAVIES, 1998). Portanto, a reducao da contaminagao
ambiental por meio de desinfecgdo e controle de moscas e roedores seriam as
medidas mais efetivas no controle das infec¢gdes por Salmonella (GRESHAM,
1996).

Segundo WILCOCK & SCHWARTZ (1992), os fatores de risco para a
apresentacao clinica da salmonelose suina sao: exposicao a roedores, alimentos
contaminados e suinos infectados e fatores estressantes, como transporte e
superlotagcéo, entre outros. No entanto, o esclarecimento dos fatores de risco
associados a excregcao da Salmonella sp., sem apresentagdo clinica, tem
desafiado os pesquisadores.

HEARD (1969) observou que os fatores mais relevantes para a infecgdo de
Salmonella no rebanho eram o0 movimento e a mistura de lotes.

Curiosamente, no entanto, o sistema de criagdo de suinos em sitios
separados, utilizando manejo all in-all out (AIAO), recomendado para o controle
de Salmonella (DAHL et al., 1997), parece nao reduzir sua prevaléncia, quando
comparado ao sistema convencional de criagdo, em fluxo continuo e sem vazio
sanitario entre os lotes de animais (DAVIES et al., 1997a). A prevaléncia de
Salmonella, nos animais de terminagéo, alojados em baias de piso fenestrado,
foi menor nos sistemas de criagdo empregando o manejo AIAO, quando
comparada aquela dos sistemas de fluxo continuo de criacdo (DAVIES et al.,
1997b). A utilizacdo de pisos fenestrados nas baias pode ser importante
instrumento no controle de Salmonella, ja que propicia remogcao mais rapida e

efetiva das fezes, além de evitar transferéncia de fezes de uma baia a outra.
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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, 1998). Esses resultados demonstram a complexidade da
epidemiologia desse agente e a possibilidade de existéncia de outras vias de

transmissao relevantes nos sistemas intensivos de criacao de suinos.

A probabilidade de transmissdo de uma determinada baia para as
adjacentes é estimada em 90% (BERENDS et al.,1996). O contato naso-nasal
entre suinos alojados em baias adjacentes foi significativamente associado a
maior soroprevaléncia de Salmonella em 359 granjas de terminagdo na
Alemanha, Dinamarca, Grécia, Holanda e Suécia (LO FO WONG et al., 2004).
A separagdo de baias adjacentes por paredes compactas ja tinha sido
considerada alternativa eficiente no controle de Salmonella (VAN DER WOLF et
al., 1998). A transmissdo de S. Typhimurium foi demonstrada pelo contato
naso-nasal entre animais infectados e sentinela, porém o mesmo n&o ocorreu
com cepa de S. Agona (GARCIA, 2006).

Altas densidades, estresse de transporte e doengas nutricionais ou
infecciosas concomitantes séo fatores determinantes no aumento da eliminagao
de Salmonella, pelas fezes dos hospedeiros, e aquisicao de infecgbes, pelos
animais expostos. As secregdes oro-faringeas de animais infectados podem
conter salmonelas, o que possibilita a infecgao por contato direto (SCHWARTZ,
1999). O contato direto entre animais infectados e nao infectados por
Salmonella foi considerada a principal via de transmissédo entre suinos criados
intensivamente (LINTON et al., 1979). Os mesmos autores demonstraram que 0
aumento na incidéncia da infecgao foi diretamente relacionado ao aumento na
densidade animal. Esses achados podem sugerir que o aumento na densidade
animal possibilita maior contato social entre animais, facilitando a transmissao
de Salmonella por contato direto (FEDORKA-CRAY et al., 1994). No entanto, o
estresse, decorrente do aumento da densidade de criagdo, pode determinar

aumento na eliminacdo de Salmonella nas fezes dos animais infectados,



17

aumentando a pressao de contaminagcdo no ambiente e favorecendo a

transmissao por outras vias.

Adicionalmente, a aerizagcdo das secregbes oro-faringeanas, fezes e
particulas de poeira contaminadas por Salmonella torna possivel a transmisséo
por aerossois (SCHWARTZ, 1999). Alguns estudos experimentais ja reproduziram,
com sucesso, salmonelose mediante a infeccdo com aerossois contendo
Salmonella (MINEV et al.,, 1981), inclusive em animais esofagotomizados
(FEDORKA-CRAY et al., 1995). WATHES et al. (1988), utilizando bovinos e ratos,
demonstraram a necessidade de menores doses infectantes na producdo de
infecc&o pela via respiratoria comparada a dose utilizada na via oral, fato também
comprovado em frangos (HUMPHREY, 1998). Existem evidéncias de que a
participagcdo da via aerdgena seja realmente importante na transmissao de
Salmonella entre suinos criados em sistemas intensivos (HEARD & LINTON,
1966), uma vez que os aerossois podem ser facilmente gerados a partir de fezes e
da agua durante a limpeza das baias ou 0o manejo dos dejetos (STARK, 1999).
OLIVEIRA et al. (2005) concluiram que a pequena distancia a transmissao
aerogena de S. Typhimurium e S. Agona em suinos desmamados € possivel.
HARDMAN et al. (1991), analisando o perfil de transmissdo de Salmonella num
sistema intensivo de recria de bezerros, atribuiram ser a via aer6gena a mais
importante, comparada com a via oral. Estudos experimentais ja comprovaram a
importancia dessa via na transmissdo de Salmonella Enteritidis entre frangos
(GAST et al., 1998; HOLT et al.,1998). Em estudo experimental utilizando cdmaras
fechadas e separadas apenas por condutores de ar, GAST et al. (1998)
demonstraram a participagdo dos aerossois na contaminagdo ambiental por
Salmonella Enteritidis, potencializando, inclusive, a via oral de infecgao.
McDERMID & LEVER (1996) demonstraram que Salmonella Typhimurium
apresentou 100% de viabilidade em aerossoéis, comparada a 70% apresentada
pela Salmonella Enteritidis. O frequente isolamento de Salmonella Enteritidis do ar
de galpdes de frango (LEVER & WILLIAMS, 1996) indica que a via aerégena de

transmissao pode ser relevante também nas granjas suinas. Dessa forma, a real
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importancia dos aerossois na transmissdo de Salmonella entre suinos confinados
necessita ser avaliada (DAVIES & FUNKS, 1999).

Variaveis associadas ao transporte e a permanéncia dos animais no
frigorifico antes do abate constituem ponto-chave na epidemiologia de Salmonella
em suinos. Estresse associado ao transporte pode causar ndo s6 aumento na
eliminagao de Salmonella nas fezes dos suinos infectados (SEIDLER et al., 2001),
como maior susceptibilidade a infecgdo. A permanéncia prolongada nos frigorificos
antes do abate tem sido relacionada a aumento significativo no niumero de suinos
infectados (MORGAN et al., 1987). A contaminagao residual nas baias dos
frigorificos também representa risco de transmissdo do agente para os animais
(HURD et al., 2001).

O maior entrave no controle da salmonelose nas granjas €, principalmente,
a falta de conhecimentos sobre a epidemiologia do agente (DAVIES, 1997a;
LAUTNER, 1997). Informagdes sobre a transmissdo desse agente em sistemas
intensivos de criagdo seriam essenciais para se implantar e viabilizar medidas de
controle de Salmonella nas fases pré-abate (DAVIES et al., 1997a; NIETFELD et
al., 1998).
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ll. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Seis animais de ambos os sexos, raca Landrace, pertencentes a mesma
leitegada foram obtidos de unica granja comercial e utilizados no experimento de
transmissao naso-nasal e aerdgena. A granja localizada na cidade de Colina,
Estado de Sao Paulo, ja havia fornecido animais para experimentos semelhantes,
e fol mantida por apresentar bom aspecto sanitario e por ndo revelar ocorréncia de
Salmonella enterica em estudo prévio (OLIVEIRA et al., 2002). Para assegurar
gue os leitdbes ndo estavam infectados por Salmonella, foi conduzida fase de
monitoramento na granja, que compreendeu uma visita durante a gestagao da
porca e uma visita apds o nascimento dos leitdes, quando amostras individuais de
fezes das porcas e dos leitdes foram colhidas e avaliadas por meio de isolamento
bacterioléogico e deteccdo pela PCR. Os leitbes foram adquiridos apds o
desmame, aos 21 dias de idade, e entao transferidos para a unidade experimental

do Laboratério de Pesquisa em Suinos, Campus de Jaboticabal.

3.2. Isoladores e experimento

Foram utilizadas trés camaras de isolamento, moveis, medindo 0,8m de
largura x 0,8m de altura x 1,3m de comprimento, desenvolvidas conforme
especificagdes previamente descritas (TORREMORELL et al., 1997). As camaras
de isolamento s&o idénticas e construidas em acgo inoxidavel e vidro (Marconi
Equipamentos para Laboratério, Piracicaba, SP, Brasil), equipadas com
comedouros e bebedouros, os quais podem ser abastecidos pelo lado externo
(Figura 1).

O posicionamento e as conexdes entre as trés camaras de isolamento

foram realizados conforme o propdésito do estudo:
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¢ Experimento 1 - Transmissdo pelo contato naso-nasal (E1): as baias foram
conectadas por pequena fenda, de largura regulavel, a qual permitiu apenas e
somente o0 contato naso-nasal entre animais infectados e n&o infectados.
Mediante tal estratégia, avaliou-se a transmissao naso-nasal de Salmonella
Derby (Figura 2 e 3).

¢ Experimento 2 - Transmissao pelo ar (E2): as camaras foram conectadas por
duto superior (0,8m de comprimento x 0,2m de diametro) o qual permitiu a
passagem de ar unidirecional de uma das baias (contendo animais infectados)
para a outra baia (animais sentinela), de modo que permitiu apenas a
transferéncia de aerossois. A direcdo do ar foi orientada pelo emprego de
exaustor, o qual foi adaptado na parte superior da baia que continha os
animais sentinela. O sistema fechado permitiu, ainda, 0 maximo controle em

relagdo a moscas e outros insetos (Figura 4).
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Figura 1 — Cémara de isolamento de suinos: a) tubos de
conexdo (acima, a direita e a esquerda); b) luvas
(em azul), usadas para manejo interno dos animais;
¢) deposito de ragao; d) depdsito de agua; e) camara
de fumigacéao (utilizada para introdugéo e retirada de

materiais no sistema); f) fenda de conexao; g) saco
de dejetos.

Figura 2 — Montagem dos isoladores para estudo da transmissao
naso-nasal. Observar a disposicdo entre o isolador
infectado e sentinela e o fluxo de ar entre eles.
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Figura 3 — Vista da fenda de conexdo (seta) entre as
camara de isolamento dos animais infectados
e 0s animais-sentinelas.

Figura 4 — Montagem das cédmaras de isolamento para estudo da transmissao
aérea. Observar a disposicdo linear permitindo conexdes e
passagem apenas de ar entre 0s trés ambientes.
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Os animais receberam ragcdo e agua autoclavada, em ambos os
experimentos. Uma pré-camara de fumigagdo, com portas interna e externa,
permitiu a colheita de amostras sem que os isoladores fossem abertos, evitando-
se, dessa forma, a introdugéo no sistema de moscas ou amostras heterélogas de
Salmonella. Tais colheitas, entretanto, sé foram viaveis no E2, ja que a disposigao
das camaras, no caso E1, ndo permitiu a utilizagcdo da pré-camara de fumigacao, e
desta forma as colheitas sé puderam ser feitas no saco de dejetos. Pisos plasticos
fenestrados propiciaram a retirada dos dejetos através de cilindro conectado a
saco plastico em sua extremidade. As amostras foram colhidas utilizando-se luvas
de borracha localizadas na lateral dos isoladores. Foi utilizada taxa de ventilagao
constante de 550mh (aproximadamente 1m?®suino/min). Tanto o exaustor
(ExaustFlow500, Filtracom Ltda., Campinas, SP) como o ventilador (SterilFlow500,
Filtracom Ltda.) incluiam pré-filtros e filtros absolutos (HEPA), com 99,97% de
eficiéncia para retengcdo de particulas com 0,3um. Termo-higbmetros foram
colocados no interior de cada isolador para colheita dos valores diarios de

temperatura e umidade relativa.

3.3. Amostra de Salmonella Derby e preparo do inéculo

Foi utilizada amostra de Salmonella enterica subespécie enterica sorotipo
Derby, originalmente isolada de suinos, e adquirida da colegdo de culturas do
Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo, registro IAL n® 1124.

A amostra de Salmonella Derby foi tornada resistente ao acido nalidixico,
com o propésito de se obter maior seguranga nos resultados do experimento.
Além da amostra marcada, os meios de plagqueamento para isolamento
bacteriologico também continham acido nalidixico. Assim, a presenca de amostras
com caracteristicas sugestivas de pertencerem ao género Salmonella nesses
meios, tornaria os resultados mais confiaveis de se tratar da amostra de S. Derby
em questao. A resisténcia foi conseguida da seguinte forma: culturas puras de S.
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Derby foram inoculadas em caldo Luria-Bertani e incubadas a 37°C por 24 horas
ou em mesa agitadora orbital a 37°C por 18 horas. O caldo foi entdo 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 concentracdes crescentes de acido
nalidixico (20, 30, 40ug/mL), até se obter a concentragao final de 50ug/mL.

Para a preparagdo do indculo, culturas puras, resistentes ao acido
nalidixico, foram semeadas em agar nutriente (CM003, Oxoid) e incubadas a 37°C
por 16 a 18 horas. Aliquotas foram entdo semeadas em agar verde-brilhante
modificado (CM329, Oxoid) suplementado com acido nalidixico (50ug/mL). Caldo
Luria-Bertani pré-aquecido foi inoculado com uma colénia isolada e incubado em
mesa agitadora orbital a 37°C por 18 horas. Os inéculos continham 4,8 x 10°e 1,2
x 10° UFC/mL, para E1 e E2, respectivamente, segundo quantificacdo realizada
pela técnica de MILES & MISRA (1938). Aliquotas de 3mL foram usadas como
in6culo oral, lentamente administradas na regido da faringe, utilizando-se seringa
estéril. Os grupos sentinela e controle receberam 3mL de caldo estéril, sem o
in6culo. Os leitdes foram submetidos a jejum alimentar e hidrico por 18 horas

antes da inoculacédo e 30 minutos apos a inoculagao.

3.4. Desenho Experimental

Antes de cada experimento, os isoladores foram lavados com solugao
detergente, desinfectados com etanol 70% e entdo conectados, como mostrado
anteriormente, conforme a via de transmisséo a ser estudada. Os isoladores e o0s
condutores de ar foram pulverizados internamente com solugdo de glutaraldeido
2% e amobnia quaternaria (AVT500, Polysell, Campinas, SP, Brasil). O sistema foi
entdo fechado por 48 horas. O glutaraldeido foi utilizado por apresentar baixo

poder corrosivo e ser considerado desinfectante e esterelizante quimico de alto
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poder de agdo (RUTALA, 1995). Suabes das paredes internas dos isoladores e
dos condutores de ar foram colhidos para analise bacteriologica apdés os

procedimentos de limpeza e desinfecgéo e antes do alojamento dos animais.

No Experimento 1, dois suinos foram utilizados como controle (C1 e C2) e
dois como sentinela (S3 e S4), os quais receberam 3 mL de caldo LB estéril e
foram, entédo, colocados nos isoladores 1 (Is1) e 2 (Is2), respectivamente. Outros
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dois suinos foram inoculados com S. Derby “" (I5 e 16) e colocados no isolador 3
(Is3). O sistema foi fechado, e os animais mantidos nos isoladores até o 15° dia
pos-infecgéo (DPI), quando foram eutanasiados e necropsiados. O experimento foi

realizado entre os meses de setembro e outubro de 2006.

No Experimento 2, os suinos controle (C7 e C8) e sentinela (S9 e S10)
receberam 3 mL de caldo LB estéril e foram alojados nos isoladores 1 (Isl) e 2
(Is2), respectivamente. Os animais 11 e 12 (111 e 112) foram inoculados com S.
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Derby™" e colocados no isolador 3 (Is3). O sistema foi fechado, e os animais
mantidos nos isoladores até o 15° dia pods-infecgdo (DPI), quando foram
eutanasiados e necropsiados. O experimento foi realizado no més de janeiro de

2007.

3.5. Colheita de material

No Experimento 1 (transmissédo naso-nasal), amostras do saco de dejetos
foram colhidas diariamente e em duplicata de cada isolador (Is1, Is2 e Is3) do 1°

até o 15° DPI, e submetidas a analise bacteriolégica e PCR.

Ao final do experimento, os suinos foram eutanasiados, necropsiados, e
fragmentos de tonsilas palatinas, linfonodos (mandibulares, mesentéricos e ileo-
colicos), pulmao, figado, bago, fragmentos do jejuno e ileo (10cm) e conteudo

cecal foram colhidos assepticamente, trocando-se as luvas e o instrumentario
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entre as diversas colheitas. As amostras foram colocadas em sacos plasticos
estéreis (BO1065WA, Whirl-pak, Nasco, Fort-Atkinson, WI, EUA) e mantidas sob
refrigeracdo até o processamento bacteriolégico. Amostras de tecidos também

foram colhidas para analise histopatolégica.

No Experimento 2 (transmissao aerogena), suabes retais (C7, C8, S9, S10,
11 e In2), fezes do piso (Isl, Is2 e Is3) e amostras de ar (Isl, Is2 e Is3) foram
colhidos diariamente do 1° até o 15° DPI. Tubos com tampa rosqueavel contendo
meios de cultura, sacos plasticos estéreis para colheita de fezes e placas de agar
verde-brilhante modificado embaladas foram colocados na cadmara de fumigacgéo
pela porta externa e pulverizados com glutaraldeido 2% e amoénia quaternaria
(AVT500, Polysell). Ap6és 1 hora, a porta interna da cadmara de fumigacao foi
aberta, e a amostragem realizada. As amostras também foram submetidas a
analise bacteriologica e PCR.

Ao final do experimento, os suinos foram eutanasiados, necropsiados, e
fragmentos de tonsilas palatinas, linfonodos (mandibulares, mesentéricos e ileo-
colicos), pulmao, figado, bago, fragmentos do jejuno e ileo (10cm) e conteudo
cecal foram colhidos assepticamente, trocando-se as luvas e o instrumentario
entre as diversas colheitas. As amostras foram colocadas em sacos plasticos
estéreis (BO1065WA, Whirl-pak, Nasco, Fort-Atkinson, WI, EUA) e mantidas sob
refrigeracdo até o processamento bacteriolégico. Amostras de tecidos também

foram colhidas para analise histopatolégica.

3.6. Bacteriologia

3.6.1. Experimento 1 (transmiss&o naso-nasal)
3.6.1.1. Fezes

Os suabes colhidos do saco de dejetos foram pré-enriquecidos em caldo
GN-Hajna (GN broth, Hajna, 248610, Difco, Franklin Lakes, NJ, EUA) a 37°C por
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24 horas. Posteriormente, aliquotas de 0,1mL dessa solu¢do foram transferidas
para tubos contendo 9,9mL de caldo Rappaport-Vassiliadis peptona de soja (RV,
CM 866, Oxoid). Os tubos foram cultivados a 42°C em banho-maria por 24 horas.
Apos esse periodo, foram semeados em agar xilose-lisina-tergitol 4 (Bacto XLT-4,
223420, Difco) e agar verde-brilhante modificado (CM329, Oxoid), ambos

suplementados com acido nalidixico (50ug/mL).

No agar verde-brilhante modificado, coldnias suspeitas de pertencerem ao
género Salmonella apresentavam coloragcéo rosada. No agar xilose-lisina-tergitol
4, as colbnias suspeitas eram negras ou com centro negro devido a produgao de
H.S.

As colbnias suspeitas presentes nos meios de plagueamento acima
mencionados, foram transferidas para agar triplice-agucar-ferro (TSI, CM277,
Oxoid) e agar ferro lisina (LIA, CM381, Oxoid). No agar TSI os resultados
bioquimicos tipicos do género Salmonella foram superficie sem mudanga de cor
ou alcalina (vermelha) e extremidade acida (amarela), com producgéo de gas (H,S).
No agar LIA as reagdes tipicas ndo provocaram mudanga na coloracdo do meio,
que permanecia purpura (alcalina). As colbnias sugestivas foram submetidas a
aglutinagdo em lamina utilizando anti-soro contra Salmonella Grupo B e somaticos
(Probac do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil).

3.6.1.2. Tecidos

As amostras de tecido foram processadas de acordo com HURD et al.
(2001). Os tecidos foram imersos em etanol 95%, flambados e transferidos para
sacos plasticos estéreis. Agua peptonada tamponada foi adicionada na proporgéo
de 1:10, e cada amostra foi homogeneizada (260 rpm, 1 min) com auxilio de
equipamento apropriado (Homogeneizador de amostras patogénicas, MA440/CF,
Marconi). Apds cultivo a 37°C por uma noite, aliquotas de 0,1mL foram
transferidas para tubos contendo 9,9mL de caldo RV. As amostras foram
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semeadas em agar XLT-4 e agar verde-brilhante modificado, ambos

suplementados com acido nalidixico (50ug/mL), e incubadas por 24 horas a 37°C.

Isolados apresentando resultados bioquimicos caracteristicos do género
Salmonella, em agar triplice-agucar-ferro (CM277, Oxoid) e agar ferro lisina
(CM381, Oxoid), foram submetidos a aglutinagdo em lamina utilizando anti-soro

contra Salmonella Grupo B e somaticos (Probac do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil).

3.6.1.3. Racéo

As amostras de racdo foram colhidas como controle experimental, com a
finalidade de evitar a introdugao de sorotipos heter6logos de Salmonella. Foram
diluidos 25g de ragcdo em 225mL de agua peptonada tamponada a 2% e
incubados a 37° C, por uma noite. Na manhé seguinte, uma aliquota de 100uL foi
transferida para caldo RV e incubada em banho-maria a 42°C, por uma noite.

Apos isso, foi realizado o plaqueamento em agar XLT4""*

, € as placas foram
incubadas a 37°C, por 24 horas. Colbnias identificadas presumivelmente como
Salmonella foram transferidas para agar triplice-agucar-ferro e agar ferro lisina.
Mediante resultado bioquimico indicativo, foi realizada prova sorolégica utilizando
soros polivalentes antiantigenos somaticos (anti-O) e do grupo B.

Todas as provas bacteriolégicas foram realizadas no Laboratério de

Pesquisa de Suinos-Unesp/Jaboticabal.

3.6.2. Experimento 2 (transmissao aerdgena)
3.6.2.1. Fezes

Os suabes retais foram inicialmente pré-enriquecidos em caldo GN-Hajna a
37°C por 24 horas. Posteriormente, aliquotas de 0,1mL dessa solugcdo foram
transferidas para tubos contendo 9,9mL de caldo Rappaport-Vassiliadis peptona
de soja (RV, CM 866, Oxoid). Os tubos foram cultivados a 42°C em banho-maria
por 24 horas. Apos esse periodo, foram semeados em agar xilose-lisina-tergitol 4
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(Bacto XLT-4, 223420, Difco) e agar verde-brilhante modificado (CM329, Oxoid),
ambos suplementados com acido nalidixico (50 ug/mL). Amostras de fezes do piso
(25g) foram pré-enriquecidas em 225mL de agua peptonada tamponada 2%
(CM509, Oxoid). Apos incubacdo a 37°C por 18 horas, as amostras foram

transferidas para o caldo RV e processadas como descrito anteriormente.

3.6.2.2. Tecidos

As amostras de tecido foram processadas como descrito anteriormente no
experimento 1.

3.6.2.3. Amostras de ar

Amostras de ar foram colhidas de acordo com MITCHELL et al. (2002).
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Duplicatas de placas contendo agar verde-brilhante modificado foram
colocadas por 10 minutos na entrada do ducto de ar em cada isolador, e apos
retiradas, incubadas a 37°C por 24 horas. Isolados com resultados bioquimicos
caracteristicos do género Salmonella foram submetidos aos procedimentos acima

descritos.

3.6.2.4. Racéao

Amostras de ragdo foram processadas como descrito anteriormente no
experimento 1.

Todas as provas bacteriolégicas foram realizadas no Laboratério de
Pesquisa de Suinos / Unesp, Campus de Jaboticabal.
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3.7. Reagado em Cadeia da Polimerase (PCR)

Foi utilizada a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) para a
deteccdo de Salmonella nas fezes dos suinos dos grupos infectados, nao
infectados e controle de cada experimento. O caldo RV foi utilizado como DNA-
molde na PCR, considerada sua maior eficacia comparada a de outros caldos
seletivos (FRESCHI et al., 2005). Aliquotas de 1mL do caldo RV foram submetidas
ao método de extracdo do DNA, conforme protocolo descrito por SOUMET et al.
(1994). As aliquotas foram centrifugadas a 13.000 x g por 3 minutos, o pellet foi
resuspendido em 100ul de agua ultrapura e fervido por 10 minutos. Esse método
de extracdo do DNA foi escolhido, porque em estudos realizados por FRESCHI et
al. (2005), onde se comparou diferentes métodos de extragdo do DNA, o método
da fervura/centrifugagéao além do parametro custo-beneficio e rapidez, demonstrou
ser bastante eficiente na deteccao de Salmonella. Vale ressaltar que esse método
s6 é recomendado para amostras que serao processadas em curto periodo.

A PCR foi realizada em volume final de 25ul, com 5ul de amostra de DNA
adicionado a 20ul da mistura de reagéo contendo Tris HCL 10mM (pH 8,3), MgCl,
1,5mM, 50uM de cada deoxinucleotideo (dNTP, Biotools, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil), 1uM de cada primer e 1U de Tag DNA polimerase (Biotools, Brasil). Foram
utilizados primers especificos para o gene rfb, de Salmonella do sorogrupo B (5’-
AGA ATA TGT AAT TGT CAG e 5- TAA CCG TTT CAG TAG TTC)
(KONGMUANG et al., 1994). A amplificagdo foi realizada em termociclador
(Mastercycler Personal, Eppendorf, Alemanha), utilizando desnaturagao inicial por
10 minutos a 94°C, 40 ciclos a 94°C por 40 segundos, 53°C por 30 segundos e
72°C por 2 minutos, seguidos de extensdo final a 72°C por 10 minutos. Os
produtos de PCR (10ul) foram separados por eletroforese em géis de agarose a
1,5% e visualizados apds coloragdo com brometo de etideo. As amostras

contendo fragmento de 882 bp foram consideradas positivas para Salmonella
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sorogrupo B (KONGMUANG et al.,, 1994). O marcador de peso molecular
¢X147/Haelll foi utilizado como padréo.
As reacdes da técnica da PCR foram realizadas no Laboratdrio de Pesquisa

de Suinos / Unesp, Campus de Jaboticabal.

3.7.1. Limiar de deteccéo da técnica da PCR

Cultura pura de Salmonella Derby, com crescimento entre 12 - 18 horas a
37°C em caldo Luria-Bertani, foi diluida serialmente (1:10) no caldo RV. Essas
amostras diluidas tiveram seu DNA extraido pelo método da fervura, e foram
analisadas pela PCR para determinar o limiar de deteccéo da técnica.

3.8. Analise dos resultados

A partir do modelo experimental proposto, o contato naso—nasal entre os
animais infectados e sentinelas (E1) e o movimento de ar entre os isoladores (E2)
foi considerado o unico mecanismo de dispersao de Salmonella no sistema.

Portanto, o isolamento de Salmonella Derby™*

dos animais sentinela, com perfis
genotipicos indistingliveis daqueles apresentados pela cepa do inéculo, foi
considerado suficiente para corroborar a hipétese levantada, e portanto, nenhum

teste estatistico foi realizado.
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IV. RESULTADOS

4.1. Experimento 1 (transmissao naso-nasal)

4.1.1. Monitoramento pré-inoculagao

Durante o periodo de monitoramento, tanto na granja como na unidade
experimental, antes da inoculagdo, nao foi detectada a presenca de Salmonella
nas amostras de fezes das porcas e dos leitbes, através do isolamento
bacteriologico e pela PCR. As amostras de suabes de arrastdo colhidas dos
isoladores e da superficie dos dutos de ar apds a desinfeccdo também foram
negativas no isolamento bacteriolégico. As amostras da ragao também mostraram
resultados negativos.

Com o inicio do experimento, pdde-se observar que no primeiro e segundo
dia pods-infecgdo, os animais inoculados (I5 e 16) apresentavam-se apaticos,
encolhidos no canto da baia, com consumo menor de ragcdo, quando comparados
aos animais controle (C1 e C2) e sentinela (S3 e S4), que nada manifestaram. Os
animais inoculados nao apresentaram diarréia e ja no terceiro dia pos-infecgao
mostravam comportamento e condi¢do semelhante a dos animais controle e

sentinela, assim permanecendo até o final do experimento.

4.1.2. Amostras do saco de dejetos

Amostras do saco de dejetos foram colhidas diariamente e em duplicata de
cada camara de isolamento (Is1, Is2 e Is3), porém, a bactéria ndo foi detectada
em nenhum dos isoladores (Isl, Is2 e Is3), tanto no isolamento bacteriolégico
como na PCR (Tabela 1) durante todo o periodo do experimento (quinze dias).

Em presenca de resultados negativos, seja na transferéncia da infeccéo,
seja nas tentativas de deteccdo da bactéria nas analises realizadas no material
colhido do saco de dejetos do isolador que abrigava os animais inoculados, optou-
se pela repeticdo de todo o experimento. Desta vez o indculo continha dose

infectante maior que a utilizada na primeira vez (4,8 x 10° UFC/mL). Porém, os
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resultados mantiveram-se inalterados. Mais uma vez nao foi possivel identificar
Salmonella em quaisquer das analises realizadas — cultivo bacteriolégico ou PCR -
nas amostras do saco de dejetos do isolador 3 (animais inoculados), durante todo

0 periodo experimental.

4.1.3. Amostras de necropsia

No 15° dia pds-infecgao, os animais foram eutanasiados e necropsiados. O
isolamento bacteriolégico realizado nos tecidos (tonsilas palatinas, linfonodos
mandibulares, mesentéricos e ileo-cdlicos, pulmao, figado, bacgo, jejuno, ileo e
conteudo cecal) colhidos durante a necropsia nao revelou presenga de Salmonella
em nenhum dos tecidos dos animais controle (C1 e C2), sentinela (S3 e S4) e
infectado (I5 e 16). Os resultados da PCR também foram negativos para esses
tecidos em todos os animais (C1, C2, S3, S4, I5 e 16) (Tabela 2).
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Tabela 1. Resultados da deteccédo de Salmonella Derby =" pelo isolamento bacteriolégico (ISO) e
pela PCR (PCR) a partir de amostras colhidas do saco de dejetos, no experimento de
transmissao naso-nasal. Jaboticabal — SP, 2007.

Isolador 1 (controle) Isolador 3 (inoculado) Isolador 2 (sentinela)

DPI ISO PCR ISO PCR ISO PCR

01 - - - - - -
02 - - - - - -
03 - - - - - -
04 - - - - - -
05 - - - - - -
06 - - - - - -
07 - - - - - -
08 - - - - - -
09 - - - - - -
10 - - - - - -
11 - - - - - -
12 - - - - - -
13 - - - - - -
14 - - - - - -
15 - - - - - -

DPI, dias pés-infeccgéo; ( - ), negativo
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Tabela 2. Resultados da detecgdo de Salmonella Derby =" pelo isolamento bacteriolégico (ISO) e
pela PCR (PCR) a partir de amostras de tecidos, no experimento de transmissdo naso-
nasal. Jaboticabal — SP, 2007.

Suinos Controles (C) Suinos Inoculados(l) Suinos Sentinela(S)
Tecidos C1 C2 15 16 S3 sS4

ISO PCR ISO PCR ISO PCR ISO PCR ISO PCR ISO PCR
Tonsilas paltinas - - - - - - - - - - - -
Linf. mandibulares
Linf. mesentéricos
Linf. fleo-colicos
Pulmao
Figado
Bago
Jejuno e ileo
Conteudo cecal

(-), negativo

4.1.4. Histopatologia

Os resultados da analise histopatolégica das amostras de tecido através da
coloracao de hematoxilina-eosina foram:
¢ Animais controle (C1 e C2):

¢ tonsilas palatinas — presenca de muita mitose;

¢ linfonodos - nada digno de nota;

¢ pulmao — apresentava-se com caracteristicas normais;

¢ figado — C1 nada digno de nota; C2 evidéncia de estado inflamatorio,
com degeneracdo acentuada nos hepatdcitos (degeneragdo hidropica e

necrose difusa dos hepatdcitos);

*

bago — ha bastante mitose (regeneragéo - normal), nada digno de nota;

*

ileo — C1 nada digno de nota; C2 ha moderado infiltrado inflamatério na
mucosa do intestino delgado e leve edema de submucosa.
¢ Animais infectados (I5 e 16):

¢ tonsilas palatinas — igual aos animais controle, nada digno de nota;
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¢ linfonodos - havia bastante eosinéfilos com granulos e alguns
neutrofilos localizados na camada medular. O linfonodo apresentava-se
reativo com células aumentadas;

pulmao — nada digno de nota;

figado — nada digno de nota;

bacgo — presenca de neutrdéfilos ativos;

*® & o o

ileo — presenga de processo inflamatério muito grande, com perda da
forma das placas de Peyer (células M).
¢ Animais sentinela (S3 e S4):

¢ tonsilas palatinas — S3 nada digno de nota; S4, degeneragao hidropica
nas células escamosas do epitélio da tonsila e presenga de alguns
neutrofilos;
linfonodos — presenca de bastante eosindfilos na camada medular;
pulmao — nada digno de nota;
figado — nada digno de nota;

baco — presenca de bastante mitose (normal);

® & & o o

ileo — S3 leve edema de submucosa; S4 placas de Peyer misturadas as
glandulas, hiperplasia das células caliciformes e leve edema de

submucosa.

4.2. Experimento 2 (transmissao aerégena)

4.2.1. Monitoramento pré-inoculagao

Durante o periodo de monitoramento na granja, as amostras de fezes
colhidas das porcas e dos leitdes ndo revelaram a presenca de Salmonella, tanto
no isolamento bacteriolégico como pela PCR. Ja na unidade experimental, antes
da inoculagdo, ndo houve detecgao da bactéria nas amostras de suabes retais dos
leitdes pela bacteriologia e PCR. As amostras de suabes de arrastdo colhidas dos
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isoladores e da superficie dos dutos de ar apos a desinfecgdo, também foram
negativas. Amostragem da ragao também apresentou resultados negativos.

Assim como no experimento 1, os animais inoculados (111 e 112)
apresentaram nos trés primeiros dias apos a infecgado, quadro de apatia, com
ligeira hipertermia (nos dois primeiros dias), ficando encolhidos no canto da baia e
com menor consumo de ragdo, quando comparados aos animais controle (C7 e
C8) e sentinela (S9 e S10), porém, nado apresentaram diarréia em nenhum
momento do periodo experimental. Ja ao quarto dia pds-infecgdo, os animais
infectados (111 e 112) apresentavam-se clinicamente normais, semelhantes aos
animais controle (C7 e C8) e sentinela (S9 e S10).

4.2.2. Amostras dos suabes retais, das fezes do piso e do ar.

Salmonella nao foi isolada pela bacteriologia ou detectada pela PCR em
amostras de suabes retais dos animais controle (C7 e C8) no isolador 1 (Isl),
assim como das amostras de fezes do piso e das amostras do ar durante os
quinze dias pos-infecgao (Tabela 3). Também n&o houve isolamento e detecgao
da bactéria das amostras colhidas dos animais-sentinela (S9 e S10) no Is2 nesse
mesmo periodo (Tabela 3). Ja nos animais infectados, suabes retais positivos
foram isolados pela bacteriologia no primeiro e segundo dia pos-infeccdo no 111 e
112, assim como de amostras de fezes do piso no Is3 (Tabela 3). Pela PCR, houve
deteccao de Salmonella de amostras de suabe retal do 111 e fezes do piso (Is3) no
primeiro e segundo dia pés-infecgcdo. Ja no 112 a PCR detectou Salmonella no
primeiro, segundo e terceiro dia poés-infecgdo. Apds o terceiro dia ndo houve
isolamento e detecgdo da bactéria até o final do experimento. Salmonella nao foi
isolada das amostras de ar do Is3 durante todo o periodo do experimento (Tabela
3).

4.2.3. Amostras de necropsia
No 15° dia pds-infecgéo, os animais foram eutanasiados e necropsiados. As

amostras de tecidos (tonsilas palatinas, linfonodos mandibulares, mesentéricos e
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ileo-colicos, pulmao, figado, bacgo, jejuno, ileo e conteudo cecal) colhidos durante
a necropsia e submetidas ao isolamento bacteriolégico e detecgédo pela PCR nao
revelaram presenga de Salmonella em nenhum dos tecidos dos animais controle
(C7 e C8), sentinela (S9 e S10) e infectado (111 e 112) (Tabela 4).
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Tabela 3. Resultados da deteccao de Salmonella Derbyna|+ pelo isolamento bacterioldgico (ISO) e pela PCR (PCR) a partir de amostras colhidas do ar (A);

fezes colhidas do piso do isolador (F); suabes retais individualmente colhidos dos suinos (S); no experimento de transmissdo aerdégena.
Jaboticabal — SP, 2007.

Isolador 1 (controles) Isolador 3 (inoculados) Isolador 2 (sentinelas)
DPI A1 F1 Cc7 Ccs8 A3 F3 111 112 A2 F2 S9 S10
ISO ISO PCR ISO PRC ISO PCR ISO ISO PCR ISO PCR 1ISO PCR ISO 1ISO PCR ISO PCR ISO PCR

01 - - - - - - - - + + + + + + - - - - - - -
02 - - - - - - - - + + + + + + - - - - - - -
03 - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - -

(-), negativo; ( +), positivo



Tabela 4. Resultados da detecgao de Salmonella Derbynal pelo isolamento bacteriologico (ISO) e

pela PCR (PCR) a partir de amostras de tecidos, no experimento de transmissédo
aerogena. Jaboticabal — SP, 2007.

Suinos Controle (C) Suinos Inoculados (l) Suinos Sentnela (S)
Tecidos Cc7 C8 11 12 S9 S$10
ISO PCR ISO PCR ISO PCR ISO PCR ISO PCR ISO PCR

Tonsilas paltinas - - - - - - - - - _ _ -
Linf. mandibulares - - - - - - - - - - -
Linf. mesentéricos - - - - - - - - - - i -
Linf. ileo-colicos - - - - - - - - - _ - -
Pulméo - - - - - - - - - - R .
Figado - - - - - - - - - - - -
Bago - - - - - - - - - - - -
Jejuno e ileo - - - - - - - - - - - -
Conteudo cecal - - - - - - - - - - - -
(-), negativo

4.2.4. Histopatologia
Os resultados da analise histopatolégica das amostras de tecido através da
coloragao de hematoxilina-eosina foram:
¢ Animais controle (C7 e C8):
tonsilas palatinas — presenga de muita mitose;
linfonodos - nada digno de nota;
pulmao — nada digno de nota;
figado — nada digno de nota;

baco — nada digno de nota;

® & & o oo o

ileo — nada digno de nota.
¢ Animais infectados (111 e 112):
¢ tonsilas palatinas — nada digno de nota;
¢ linfonodos — presenga de bastante eosindéfilos com granulos e alguns
neutrdfilos localizados na camada medular. O linfonodo apresentava-se
reativo com células aumentadas;
¢ pulmao — nada digno de nota;

¢ figado — nada digno de nota;



¢ bacgo — presenca de neutrdfilos ativos;

¢ ileo — presencga de processo inflamatério muito grande, com perda da
forma das placas de Peyer (células M).

¢ Animais sentinela (S9 e S10):

¢ tonsilas palatinas —nada digno de nota;

¢ linfonodos — nada digno de nota;

¢ pulmao — nada digno de nota;

¢ figado - presencga de degeneracgao hidropica e necrose dos hepatdcitos;

¢ baco — presenca de bastante mitose;

¢ ileo — S9 presenca de leve edema de submucosa; S10 nao foi feito

lamina.
4.3. Limiar de detecgcao da PCR
O limiar de detecg¢do da técnica da PCR observada nas diluigdes seriadas

realizadas no caldo RV, a partir de cultura pura de S. Derby, foi de 3,6x10*
UFC/mL.



V. DISCUSSAO

Conforme demonstraram os resultados do presente estudo, ndo houve

nal+

isolamento de S. Derby ©" dos animais sentinela em ambos 0s experimentos, 0
qgue revela que ndo houve transferéncia da infecgdo, seja pela via aerdgena, seja
pelo contato naso-nasal. Esses achados nao corroboram suposi¢cdes anteriores
que indicavam a possibilidade de transmissdo aerogena (FEDORKA-CRAY et al.,
1995; HEARD & LINTON, 1996; STARK, 1999) ou naso-nasal de Salmonella
enterica na espécie suina (LINTON et al., 1979; FEDORKA-CRAY et al., 1994; LO
FO WONG et al, 2004). Discordam, inclusive de observagdes ja feitas pela equipe
de pesquisadores do Laboratério de Pesquisa de Suinos / Unesp, Campus de

Jaboticabal, local em que foram conduzidos estes estudos.

Assim, OLIVEIRA et al. (2005) demonstraram experimentalmente, de
maneira inédita, a importancia da via aerégena como meio de transferéncia de
infeccdo por Salmonella Typhimurium e Salmonella Agona, entre suinos
desmamados. Em estudo subseqiente GARCIA (2006) observou transferéncia
pela via naso-nasal de infecgdes por Salmonella Typhimurium entre leitdes da
mesma faixa etaria.

Em nosso ensaio realizado para avaliar a transferéncia naso-nasal de
Salmonella Derby, utilizando-se de mesma metodologia e materiais que GARCIA
(2006), a bactéria nao foi isolada ou mesmo detectada pela PCR a partir das
amostras colhidas do saco de dejetos dos trés isoladores , incluindo o dos animais
inoculados (Tabela 1). Mesmo nos exames realizados apds o abate dos animais
envolvidos neste ensaio, também nao foi possivel detectar a bactéria em qualquer
um dos grupos envolvidos (Tabela 2). Teria ocorrido a infecgdo? Como
demonstrar isso? Afinal, apenas a comprovacado efetiva de infecgdo poderia
validar o que foi observado no ensaio, ou seja, a nao transferéncia de infeccéo do
grupo inoculado para o grupo sentinela, por meio da via naso-nasal. Talvez seja
razoavel afirmar que houve sim o estabelecimento da infecgdo no grupo inoculado.

Afinal, ela foi obtida no ensaio que avaliou a transferéncia aerégena da infecgéo. E



certo que foi algo super agudo, que nao persistiu além do 3° dia pds-inoculagao.
Isto coincide com o0 que se evidenciou, n&o bacteriologicamente, mas
clinicamente, entre os animais inoculados do ensaio de transferéncia naso-nasal.
Estes animais revelaram-se apaticos e hipororéticos nos primeiros dias apés a
inoculagdo. Mas porque os resultados foram negativos? Seria porque a
quantidade de células bacterianas eliminadas por esses animais foi tdo pequena
que nao pode ser isolada ou detectada tanto pela bacteriologia como pela PCR?
Seria porque as amostras nao foram colhidas diretamente do reto dos animais? A
desvantagem de amostras colhidas do saco de dejetos é que estdo mais diluidas,
ja que estao misturadas a restos de ragéo e urina. Porém, GARCIA (2006) isolou
Salmonella Typhimurium e Salmonella Agona de amostras colhidas dos sacos de
dejetos do isolador dos animais inoculados, em experimento realizado em nosso
laboratorio de pesquisa. A dose do in6culo também poderia ser considerada
insuficiente para promover a infecgao e a consequente eliminagao da bactéria. No
entanto, o experimento foi repetido com dose infectante maior, € 0 isolamento
também nao foi conseguido. No entanto, esses resultados servem para reforgar a
idéia que Salmonella Derby possui baixa infectividade para suinos comparada a
outros sorotipos ja estudados. Junte-se a todas essas argumentacgdes, o fato de
gue a bactéria nao foi detectada nem apos o abate dos animais. Todos 0os exames
realizados em diversos tecidos, seja por cultivo bacteriolégico ou PCR, resultaram
negativos. Enfim, sdo apenas conjecturas, questdes que merecem reavaliagdo em
estudos futuros.

A amostra de Salmonella Derby foi escolhida em virtude de ser um sorotipo
muito isolado de suinos em varias partes do mundo. Apesar disso, a amostra
utilizada em nosso experimento revelou-se de pouca infectividade, patogenicidade
e viruléncia entre suinos desmamados.

GARCIA (2006), avaliando a importancia da transmissao naso-nasal de S.
Typhimurium e S. Agona entre suinos desmamados, s6 comprovou a transmissao

de S. Typhimurium aos animais sentinela. O isolamento foi possivel por meio da



coleta de amostras de tecidos ao término do periodo experimental, que foi de vinte
dias.

No atual ensaio, outros indicativos de que os animais inoculados sofreram
acao da bactéria estdo nos resultados da histologia. A presenga de neutrdfilos
ativos no baco dos animais pode ser indicativo de infecgao bacteriana. Aliado a
iIsso, havia grande inflamag&o na mucosa intestinal, com perda da estrutura das
placas de Peyer.

Outro achado n&o conclusivo, mas que chamou a atencgao foi o achado na
tonsila palatina do animal sentinela. A presenca de degeneracdo hidrépica nas
células escamosas do epitélio da tonsila, com presenca de alguns neutrofilos,
pode indicar que houve transmissao naso-nasal entre os animais.

A primeira confirmagdo experimental da transmissdo aerdégena de
Salmonella enterica na espécie suina foi realizada por OLIVEIRA et al. (2005), em
estudo desenvolvido no mesmo laboratério da presente pesquisa. A transmissao
foi confirmada por amostras colhidas de fezes do piso a partir do 2° dia pods-
inoculagdo nos animais sentinela. Estudo semelhante foi agora realizado
utilizando-se cepa de S. Derby. Os resultados, porém, embora revelem que se
obteve a infecgdo dos animais inoculados, ndo confirmam a transferéncia da
infeccdo para os animais sentinela. Assim como nos suinos inoculados do
experimento anterior, 0s animais inoculados apresentaram apatia e menor
consumo de ragdo apenas nos primeiros dias, portanto € razoavel supor que
amostras de Salmonella Derby demonstram baixa infectividade.

A colheita individual de amostras de suabe retal permitiu determinar o inicio
da eliminagado de Salmonella Derby nas fezes dos suinos. Os animais inoculados
(111 e 112) eliminaram Salmonella ja no primeiro dia pés-inoculagao (Tabela 3), o
que corrobora observagdes de FEDORKA-CRAY et al. (1994) e OLIVEIRA et al.
(2005). Porém, no terceiro dia pos-inoculagdo, somente o animal 12 eliminou o
patégeno, sendo detectado apenas pela PCR. Apds o terceiro dia pds-inoculagéo,
Salmonella ndo foi mais detectada, nem dos cultivos de amostras de tecidos

realizados no décimo quinto dia pds-inoculagéo (Tabela 4).



Os resultados dos exames histolégicos dos animais sentinela n&o
forneceram qualquer indicativo de que a transferéncia de infeccdo possa ter
ocorrido.

A complexidade da epidemiologia de Salmonella enterica em sistemas
modernos de criagdo de suinos é considerada o principal entrave no controle da
infeccdo por este patdogeno. Os resultados deste estudo e de outros estudos ja
realizados pelo Laboratorio de Pesquisa de Suinos / Unesp, Campus de
Jaboticabal ndo apenas confirmam tal observacdo, como estimulam a

continuidade desse trabalho.



VI. CONCLUSOES

Com base no material, na metodologia e nas condigdes em que foram conduzidos

esse trabalho pode-se concluir que:

1. A Salmonella Derby, diferentemente de outros sorotipos ja estudados nesse
laboratério, foi de baixa infectividade e patogenicidade para leitdes

desmamados;

2. A inducéao de infecgdo por Salmonella Derby, administrada por via oral nas
doses de 4,8 x10° e 1,2 x 10° UFC/mL, para o experimento da transmiss&o
naso-nasal e aerdgena, respectivamente, determinou infecgdo de curta

duracédo em leitdbes desmamados;

3. A transferéncia aérea de Salmonella Derby, entre leitdes desmamados

parece nao ser viavel.
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