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1. RESUMO % o “p,

Quatro estudos foram conduzidos com o objetivo de 1) avaliar a possibilidade de suinos
se tornarem infectados por Salmonella sp. a partir de um ambiente contaminado, em um curto
intervalo de tempo, 2) determinar se as baias de descanso pré-abate constituem uma fonte de
infeccdo por Salmonella sp. para suinos, 3) avaliar quatro métodos de cultivo bacteriologico
para o isolamento de Salmonella sp. a partir de amostras fecais de suinos, e 4) avaliar quatro
ensaios de deteccio de Salmonella sp. disponiveis comercialmente, para a detecgdo de
Salmonella sp. em amostras fecais de suinos. No primeiro estudo, demonstrou-se que, sob
condigdes experimentais, suinos podem ser infectados por Salmonella Typhimurium, quando
expostos a um ambiente contaminado por um periodo de tempo tio curto quanto 30 minutos. No
segundo estudo, demonstrou-se que as baias de descanso pré-abate estdo freqiientemente
contaminadas com uma variedade de sorovares de Salmonella sp., constituindo uma importante
fonte de infecgBes para suinos antes do abate. Dos quatro métodos de cultivo bacterioldgico
avaliados no terceiro estudo, dois apresentaram sensibilidade relativa superior para o isolamento
de Salmonella sp. a partir de amostras de fezes de suinos. Os métodos de cultivo que
apresentaram melhor desempenho consistiram de enriquecimento primirio em caldos
Tetrationato ou Rappaport-Vassiliadis, seguido de enriquecimento secundirio em caldo
Rappaport-Vassiliadis e isolamento em dgar XLT-4, com sensibilidade relativa de 94 e 95%,
respectivamente. Os ensaios de detecgio de Salmonella sp. avaliados no fltimo estudo
consistiram de dois ensaios imunoenzimaticos de captura de antigeno (ELISA 1 e 2), um ensaio
de hibridizagio de DNA e um ensaio imunocromatogrifico. A combinagdo dos resultados
obtidos utilizando-se os dois métodos de cultivo de melhor sensibilidade determinada no estudo
anterior foi definida como o padrio-ouro. A sensibilidade e a concordincia (estatistica Kappa)
em relag@o ao padrdo-ouro definido para cada ensaio de detecgdio avaliado foram; 87.36% e 0.64
para o ELISA 1; 98.85% e 0.96 para o ELISA 2; 97.70% e 0.92 para o ensaio de hibridizagdo de
DNA; e 80.46% e 0.48 para o ensaio imunocromatografico. Concluiu-se que o ELISA 2 e o
ensaio de hibridizagdo de DNA apresentaram desempenho superior aos demais ensaios
avaliados. Além disso, concluiu-se que atualmente existem ensaios de detec¢do de Salmonella
sp. comercialmente disponiveis, que poderiam ter aplicagdo em investigagGes de seguranca

alimentar que utilizam amostras clinicas.

Palavras-chave: Salmonella, suino, infecgio, diagndstico.
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2. ABSTRACT

Four studies were conducted with the objective of 1) evaluate the possibility of swine
becoming infected with Salmonella sp. from a contaminated environment in a short time
interval, 2) determine if abattoir holding pens constitute a Salmonella sp. infection source for
swine prior to slaughter, 3) evaluate four bacteriologic culture methods for the isolation of
Salmonella sp. from swine fecal samples, and 4) evaluate four commercially available detection
assays for the detection of Salmonella sp. in swine fecal samples. In the first study, it was
demonstrated, under experimental conditions, that swine may become infected with Salmonella
sp., when exposed to a contaminated environment for a period of time as short as 30 minutes. In
the second study, it was demonstrated that the abattoir holding pens are frequently contaminated
with a variety of Salmonella sp. serovars, constituting an important source of infections for
swine prior to slaughter. Of the four culture methods evaluated in the third study, two had the
best relative sensitivity for the isolation of Salmonella sp. from swine fecal samples. The best
culture methods consisted of a primary enrichment in Tetrathionate or Rappaport-Vassiliadis
broth, followed by secondary enrichment in Rappaport-Vassiliadis broth and plating on XLT-4
agar, with relative sensitivities of 94 and 95%, respectively. The commercially available
Salmonella sp. detection assays evaluated in the last study consisted of two antigen capture
enzyme-linked immunoassays (ELISA 1 and 2), a DNA hybridization assay, and an
immunochromatographic assay. The combination of results obtained using the best two culture
methods from the previous study was defined as the gold-standard. The sensitivity and
agreement (Kappa statistics) with the defined gold-standard for each of the evaluated detection
assays were; 87.36% and 0.64 for the ELISA 1; 98.85% and 0.96 for the ELISA 2; 97.70% and
0.92 for the DNA hybridization assay; and 80.46% and 0.48 for the immunochromatographic
assay. It was concluded that the ELISA 2 and the DNA hybridization assay performed better
than the other evaluated assays. Also, it was concluded that there are efficient and reliable
commercial Salmonella sp. detection assays currently available, that could be useful in pre-

harvest food safety investigations using clinical samples.

Keywords: Salmonella, swine, infection, diagnosis.
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3. INTRODUCAO

As bactérias do género Salmonella
sdo reconhecidas como importantes
patégenos causadores de =zoonose de
significativa importdncia  econdmica
mundial, ampliando-se o interesse neste
grupo de patégenos durante os tltimos
anos. A existéncia de mais de 2.400
sorovares de Salmonella sp., cada qual com
uma biologia particular, torna bastante
complexo e intrigante qualquer estudo e
discussdo a respeito das infecgBes por estes
organismos, bem como sobre sua
epidemiologia. O género Salmonella
contém duas espécies, Salmonella enterica
e Salmonella bongori, cada qual contendo
miultiplos sorovares. A espécie Salmonella
enterica € ainda dividida em seis
subspécies, indicadas por algarismos
romanos € nomes (I, S. enferica subsp.
enterica; 11, S. enterica subsp. salamae;
Illa, S. enterica subsp. arizonae; IlIb, S.
enterica subsp. diarizonae; 1V, S. enterica
subsp. houtenae; e VI, S. enterica subsp.
indica). A grande maioria dos mais de
2.400 sorovares de Salmonella sp.
existentes pertence 4 subspécie |,
Salmonella  enterica subsp. enterica
(Brenner et al.,2000).

Como causadoras de infecgBes no
homem, as bactérias do género Salmonella,
juntamente com as bactérias do género
Campylobacter, constituem os patdgenos
de origem alimentar mais comuns em todo
mundo, sendo a fonte principal destas
infecgles representada por produtos de
origem animal contaminados, sustentando a
hipétese de que os animais portadores
representam uma fonte potencial de
contaminagdo destes produtos. Estima-se
que 76 milhdes de casos de infecgBes de
origem alimentar em seres humanos
ocorram anualmente nos Estados Unidos,
causando 325.000 hospitalizagdes e 5.000
mortes (Mead et al,1999). 0
Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos estimou o custo anual das infecgdes
por Salmonella sp. em seres humanos em

2.3 bilhdes de ddlares, sendo que 6 a 9% do
total de casos estariam especificamente
associados a ingestdo de came suina
contaminada (Frenzen et al.,1999).

Além disto, ¢é extremamente
importante salientar que a ocorréncia de
resisténcia a agentes antimicrobianos,
inclusive de cardter miltiplo, é comum nas
bactérias do género  Salmonelia,
aumentando ainda mais a importincia
destas bactérias como causadoras de
infecgdes no homem.

A importancia dos produtos suinos
como fontes de infecgdo por Salmonella sp.
em seres humanos tem sido demonstrada
por grande niimero de investigagdes. A
infecgdo subclinica por Salmonella sp. em
suinos constitui um risco a saide humana,
pois o conteiido do trato gastrointestinal e o
material fecal destes animais podem
contaminar as carcagas ao longo da linha de
abate. A came oriunda de carcagas
contaminadas  pode  subseqiientemente
originar a doenga no homem, direta ou
indiretamente, pela contaminagdo cruzada
de outros produtos alimentares ao longo das
linhas de manufatura e distribui¢io, do
frigorifico ao consumidor final.

Investigagdes sobre Salmonella sp.
na produgdo de suinos e de alimentos
derivados tem  apresentado  intenso
crescimento durante os ultimos anos.
Entretanto, ha uma marcante preméncia
quanto a compreensdo da epidemiologia
deste grupo de bactérias nos animais ainda
vivos, no sentido de complementar os
conhecimentos existentes na cadeia de
processamento e distribuico de alimentos,
visando a redugdo de contaminagdes.
Atualmente, reconhece-se que apenas
através da integragdo e cooperaco de todas
as fases da cadeia de produgdio de carne
suina (pré- e pods-abate), serd possivel
reduzir a prevaléncia de contaminagdes por
Salmonella sp., e consequentemente, a
freqiiéncia de infecgdes por Salmonella sp.
em seres humanos.

Devido a relevéncia deste grupo de
patogenos, testes de diagnéstico rapidos e
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precisos para a detecgio de Salmonella sp.
sdio necessdrios para a indistria de
alimentos e para os laboratérios de
microbiologia clinica. Apesar dos avangos
obtidos e do niimero de métodos préticos e
rapidos desenvolvidos, a detecgio de
Salmonella sp. em amostras clinicas ainda
apresenta problemas, principalmente quanto
a sua sensibilidade, sendo que a aplicagfio
direta aos espécimes clinicos
freqiientemente nd3o € possivel. O
diagnostico das infecgbes por Salmonella
sp. atualmente ¢ baseado no cultivo e
identificagdio do organismo. Entretanto, o
cultivo através dos métodos tradicionais é
trabalhoso e demorado.

Nos altimos anos, os laboratdrios
de diagnostico concentraram-se em reduzir
o tempo necessdrio para o diagndstico das
infecgdes por Salmonella sp.. Assim, o
desenvolvimento e a implementagiio de
métodos mais sensiveis e rdpidos de
identificagfio das infecgdes por Salmonella
sp. a partir de espécimes clinicos ¢
premente.  Diversas  técnicas  para
incrementar a detecgio destes
microrganismos, fais como; métodos
seletivos de cultivo, imunolégicos e de
biologia molecular tém sido desenvolvidos.
Entretanto, problemas com a sensibilidade e
a especificidade destes métodos tém
impedido a sua aplicagfo rotineira.

Atualmente, as infecgbes por
bactérias do género Salmonella, bem como
o seu diagnéstico, constituem alvos de
grande atengdo para profissionais das édreas
de produgdio e sanidade animal, e de saide
plblica. Informagdes sobre a freqiiéncia e a
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distribuicio dos sorovares de Salmonella
sp. em populagdes de animais domésticos
sfio essenciais para o entendimento da
relagdo hospedeiro-parasita nos
reservatérios de salmoneloses humana e
animal.

Com base no exposto, os objetivos
deste trabalho consistiram em:

1. Avaliar a possibilidade de suinos serem
infectados por Salmonella sp. quando
expostos por curto periodo de tempo a um
ambiente contaminado com fezes contendo
a bactéria;

2. Determinar se infecgBes por Salmonella
sp. constittem um fendmeno que
rotineiramente ocorre durante o periodo de
descanso pré-abate nos frigorificos, e
conseqiientemente, determinar o papel deste
descanso pré-abate como um ponto critico
para a infecgdo de suinos por Salmonella
sp. antes do abate;

3. Avaliar comparativamente quatro
métodos de cultivo bacteriolégico, com
relagdo a sua sensibilidade relativa para o
isolamento de Salmonella sp. a partir de
amostras de fezes de suinos;

4. Avaliar comparativamente quatro ensaios
de detecgio de Salmonella  sp.
comercialmente disponiveis, originalmente
desenvolvidos para serem utilizados em
amostras de alimentos, para a detecglio de
Salmonella sp. em amostras de fezes de
suinos.




4. CAPITULO 1

Infecciio experimental ripida por Salmonella Typhimurium em suinos.

4.1. INTRODUCAO

O transporte e o descanso pré-abate
prolongado (>12 horas) tém sido associados
ao aumento da prevaléncia de Salmonella
sp. ao abate em suinos (Hansen et al.,1964;
Williams e Newell, 1967, 1968, 1970,
Craven e Hurst,1982; Morgan et al.,1987).
Entretanto, este aumento na prevaléncia
tem sido atribuido aos efeitos do estresse
sobre a imunidade e & re-excregio da
bactéria nas fezes. Pouca atengfio tem sido
dispensada ao ambiente como fonte de
infecgdio por Salmonella sp..

Estudos recentes  apresentaram
evidéncias de que suinos poderiam ser
infectados durante o periodo de descanso
pré-abate nos frigorificos (Hurd et
al.,2001b; Mckean et al.,2001). Em ambos
estudos, uma diferenga significativa na
prevaléncia, assim como na diversidade de
sorovares de Salmonella sp., foi encontrada
entre grupos de suinos amostrados nos
rebanhos de origem e ao abate nos
frigorificos, apés um periodo de descanso
pré-abate de duas a trés horas.

Em estudos de infecgdo
experimental (Fedorka-Cray et al.,1995;
Blaha et al.,1997), utilizando leitdes,
demonstraram a  disseminacio de
Salmonella Typhimurium ao longo do seu
trato intestinal, em poucas horas.

Apesar de infecgbes rapidas (em
intervalos de duas a trés horas) por
Salmonella sp. em suinos aparentemente
serem  passiveis de ocorrer, esta
possibilidade ainda ndio foi testada sob
condi¢gdes experimentais, que mimetizem a
exposicio dos animais sob condigdes
naturais.

O objetivo deste estudo consistiu
em avaliar a possibilidade de suinos, a
idade e peso de abate serem infectados por

Salmonella sp. quando expostos por um
curto periodo de tempo a um ambiente
contaminado com fezes contendo a
bactéria.

4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Local de execugfo e animais:

O presente estudo foi conduzido em
baias de concreto (piso inteiro), localizadas
no National Animal Disease Center /
USDA, localizado em Ames, Iowa, nos
Estados Unidos. As baias localizavam-se no
interior de edificios préprios para estudos
de infecgfio experimental com isolamento
total e nenhuma influéncia do meio externo.
Os animais utilizados consistiram de
machos e fémeas mestigos, adquiridos de
um rebanho de ciclo completo de produgéo
comercial, localizado na regifio. O peso
vivo médio dos animais utilizados foi de 92
kg. Amostras de fezes foram coletadas de
cada animal aos sete dias, cinco dias e
imediatamente antes de iniciar a exposigdo
ao ambiente contaminado por Salmonella
sp., a fim de verificar se estes eram
realmente negativos para a presenca da
bactéria.

4.2.2. Bactéria e indculo:

Uma amostra de Salmonella
enterica subsp. enterica ser. Typhimurium,
naturalmente resistente ao Acido Nalidixico
(x4232) foi utilizada para o desafio nos
experimentos descritos a seguir. Raspados
da cultura pura (mantida a -80°C) foram
utilizados para inocular 5 ml de caldo LB, o
qual foi incubado a 37°C (18horas). A
seguir, 1 ml da cultura foi transferido para
outros 5 ml de caldo LB (incubagdo a 37°C
por 18 horas). Ap6s incubagdio, diluigdes
seriadas foram realizadas para atingir uma
concentragdo aproximada de 10° a 10’
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unidades formadoras de colonias (UFCs)
por ml. O nimero de diluigGes necessérias
foi  determinado de acordo com
experiéncias prévias, utilizando-se como
pardmetro a densidade oOptica da cultura
(600nm). Entretanto, a concentragiio final
real do indculo foi determinada mediante
semeadura e contagem em placas de Petri
contendo 4gar soja tripticaseina (TSA).

4.2.3. Delineamento experimental:

O presente estudo foi composto por
dois experimentos, conforme descritos a
seguir.

O experimento 1 consistiu de cinco
repeticdes, contendo oito animais cada
(total: 40 animais). Em cada repetigfio, os
animais foram aleatoriamente designados
para um dos cinco tratamentos: excretores
(n=2/repeti¢do), exposi¢io por duas horas
(n=2/repeti¢do), exposi¢do por trés horas
(n=2/repetigdo), exposi¢do por seis horas,
ou controle positivo (n=1/repeti¢do), e sem
exposicdo, ou controle negativo
(n=1/repeti¢do). Quatro dias antes do inicio
de cada repeticio do experimento, os
animais aleatoriamente designados para o
tratamento denominado de excretores foram
isolados em uma baia separada, e apos
jejum de 12 a 18 horas, foram inoculados
por via intranasal com 5 ml da cultura de
desafio, ou inéculo (de 0.5 em 0.5 ml,
altemando narinas). Na manhd de
exposi¢do, os demais animais, com excegdo
do selecionado para ser o controle negativo
(sem exposi¢do), foram transferidos para
uma baia isolada localizada no mesmo
edificio onde estavam alojados os
excretores. Todos os animais foram
submetidos a jejum (com édgua ad libitum)
de aproximadamente 18 horas. As fezes dos
excretores foram deixadas para se acumular
no piso da baia ocupada durante este
periodo de jejum. Os excretores foram
sacrificados e removidos da baia para uma
area de necropsia adjacente. O piso da baia
foi levemente molhado, a fim de possibilitar
a homogeneizagdio das fezes acumuladas,
simulando condigdes freqiientemente
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observadas nas baias de descanso pré-abate
dos frigorificos. Uma mescla de 30g de
fezes foi coletada de diversas partes do piso
da baia de exposi¢io (10 amostras de
aproximadamente 3 g cada), a fim de
determinar os niveis de contaminagio
ambiental obtidos, quantificando-se a
bactéria utilizada. Os suinos a serem
expostos foram entfio transferidos para a
baia  contaminada, sacrificados e
necropsiados apds duas, trés e seis horas. O
animal utilizado como controle negativo foi
necropsiado  imediatamente antes do
controle positivo (exposig@o por seis horas),
tendo sido mantido em outra baia isolada
por todo o periodo. Todas as amotras foram
coletadas assepticamente, utilizando
instrumentos estéreis, luvas descartdveis e
sacos plasticos individuais. Estas amostras
consistiram  de:  linfonodo  inguinal
superficial (LIS), linfonodo ileocecal (LIC),
linfonodo mandibular (LM), contetido cecal
(CC), porgdio distal do ileo (PDI) e fezes
(F). As fezes foram coletadas de duas
maneiras. Nas repeti¢des A, B e C, as fezes
foram coletadas diretamente através do
dnus. Nas repetigdes D e E, a coleta foi
realizada internamente, através do corte e
esvaziamento da porgdo terminal do
intestino grosso (reto).

O experimento 2 foi conduzido de
modo semelhante as repeticdes D e E do
experimento 1, conforme  descrito
anteriormente. Entretanto, neste
experimento apenas 3 repeti¢des foram
realizadas, contendo 10 animais cada (total:
30 animais), e os tempos de exposicdo
consistiram de 30 minutos (n=2
animais/repeti¢io), 60 minutos (n=2
animais/repeticdo), duas horas (n=2
animais/repeticdo) e seis horas (n=1
animal/repeti¢do). Além destes, um animal
por repeti¢io ndo foi exposto ao ambiente
contaminado. Os controles positivo e
negativo foram semelhantes aos utilizados
no experimento 1, ou seja, exposi¢do por
seis horas e sem exposicao,
respectivamente. As amostras coletadas




foram as mesmas do experimento 1
anteriormente descrito.

4.2.4. Procedimentos bacteriologicos:

Os LIS, LIC e LM foram imersos
em etanol 70%, flambados e
individualmente macerados em bolsas
plasticas estéreis, utilizando-se um martelo
de borracha. Adicionou-se dgua peptonada
0.3% (10ml) a cada amostra, e apds
homogeneizagdo, 1 ml de cada amostra foi
adicionado aos meios de  pré-
enriquecimento e enriquecimento primario
(10ml). Amostras fecais (10g) e de
conteido cecal (10g) foram diretamente
adicionadas aos meios de  pré-
enriquecimento (100ml) e enriquecimento
primario (100ml). As amostras de PDI
(10cm) foram longitudinalmente cortadas e
adicionadas diretamente aos meios de pré-
enriquecimento e enriquecimento primario
(100ml).

Os métodos de cultivo
bacteriolégico utilizados para o isolamento
de Salmonella sp. foram:

Método 1: pré-enriquecimento em caldo
GN-Hajna (37°C/24horas), seguido de
enriquecimento em 10ml caldo Rappaport-
Vassiliadis, contendo 50pg/ml de 4cido
nalidixico (37°C/24horas).

Método 2: enriquecimento primirio em
caldo Tetrationato (37°C/48horas), seguido
de enriquecimento secunddrio em 10ml
caldlo Rappaport-Vassiliadis, contendo
50pg/ml de cido nalidixico
(37°C/24horas).

Em ambos os métodos, o
isolamento foi realizado em placas
contendo agar  Xilose-Lisina-Tergitol-4
(XLT4) e Verde Brilhante com Sulfa
(BGS), incubadas a 37°C por 24horas.

Coldnias suspeitas foram
presuntivamente identificadas como
Salmonella sp. ou ndo-Salmonella sp., em
agar triplice agtcar e ferro (TSI) e 4gar
lisina e ferro (LIA). Isolados

bioquimicamente identificados  como
Salmonella sp. foram considerados como
sendo a amostra utilizada no desafio, apos
confirmagdo mediante aglutinagio com
antisoro especifico para antigeno O de
Salmonella enterica do grupo B (Becton,
Dickinson Microbiology Systems, Sparks,
Estados Unidos).

No experimento 2, os métodos de
cultivo foram modificados, aumentando-se
a sua sensibilidade para a bactéria utilizada.
Acido  Nalidixico  continuou  sendo
adicionado ao caldo de enriquecimento
Rappaport-Vassiliadis, mas também foi
adicionado (50pg/ml) aos meios de
isolamento, que passaram a ser XLT4 e
Chromoagar. Colonias suspeitas foram
transferidas para placas contendo 4gar
Rambach, e sua identificagdo bioquimica
realizada através do  sistema de
identificagdo BBL Crystal Enteric/Non-
fermenter (Becton, Dickinson Microbiology
Systems, Sparks, Estados Unidos).

Em ambos os experimentos,
analises quantitativas da contaminagfo
ambiental (mescla de fezes dos animais
excretores) foram realizadas utilizando-se o
método de nimero mais provivel (NMP),
conforme descrito por Wood e Rose (1992),
com duas importantes adigdes. O Acido
Nalidixico (50pg/ml) foi adicionado ao
caldo GN-Hajna, a fim de selecionar a
amostra bacteriana utilizada no desafio, e
também as placas de XLT-4, BGS ou
Chromoagar, a fim de aumentar a sua
sensibilidade.

Todos os meios de cultivo
bacteriol6gico utilizados neste estudo foram
adquiridos de Becton,  Dickinson
Microbiology Systems, Sparks, Estados
Unidos.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No experimento 1, todos os animais
sem exposi¢gdo ao ambiente contaminado
{controles negativos) foram negativos para
a amostra de Salmonella Typhimurium
utilizada (x*2?) . A tabela 1.1, referente ao
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experimento 1, apresenta as doses dos
inbculos  administrados aos  animais
excretores € 0s respectivos niveis de
contamina¢do ambiental, medidos nas fezes
que estavam no piso da baia de exposigdo.
Além disto, a tabela 1.1 também apresenta a
freqiiéncia de infecgdo dos animais
expostos, em cada repetigio do
experimento.  Conforme  pode  ser
observado, a dose do indculo administrada
aos animais excretores variou durante o
experimento (de 2.0 x 10* a 3.6 x 10°
UFCs). Entretanto, nfo se observou
nenhuma inter-relagio entre a dose
inoculada nos animais excretores e o nivel
de contaminagdo ambiental obtido.

No experimento 1, duas horas pés-
exposicdo, a amostra de Salmonella
Typhimurium utilizada foi isolada, de pelo
menos uma das amostras colhidas de 80%
dos animais expostos. Mais
especificamente, a amostra marcada foi
isolada em 70% das porgdes de ileo
terminal coletadas e em 50% das amostras
de fezes coletadas destes animais. A mesma
amostra foi também isolada em 30% das
amostras de conteido cecal e 20% das
amostras de linfonodo ileocecal deste
mesmo grupo de animais. Trés horas pos-
exposi¢do, pelo menos uma amostra foi
positiva para a Salmonella Typhimurium
utilizada em 60% dos animais. A bactéria
foi mais freqiientemente isolada de
amostras de fezes, com 50% das amostras
sendo positivas. Além disso, a amostra de
Salmonella sp. utilizada foi também isolada
a partir de porgio distal de ileo (30%),
conteido cecal (20%) e linfonodo
mandibular (10%). Estes resultados estdo
apresentados detalhadamente na tabela 1.3.

Conforme esperado, os animais
necropsiados apés seis horas de exposigdo
apresentaram 0 maior numero de amostras
positivas. Salmonella Typhimurium foi
isolada a partir de pelo menos uma amostra
em todos os animais deste grupo (100%).
Amostras de contetido cecal foram positivas
em todos os animais, sendo que 80% das
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amostras de porgdo distal do ileo, 40% das
amostras de fezes, 20% das amostras de
linfonodo  superficial inguinal e de
linfonodo ileocecal foram positivas (Tabela
1.3).

No experimento 2, todos os animais
sem exposi¢do (controles - negativos)
permaneceram  negativos por todas as
repeticdes do experimento. A tabela 1.2
apresenta as doses dos inOculos
administrados aos animais excretores, 0s
respectivos  niveis de contaminagio
ambiental, medidos nas fezes que estavam
no piso da baia de exposicéo, e a freqiiéncia
de infecgio dos animais expostos
(experimento  2). Conforme pode ser
novamente observado, independentemente
da dose do in6culo administrada aos
animais excretores, 0 nivel de
contaminagéo ambiental permaneceu
relativamente constante. Ap6s apenas 30
minutos de exposi¢do, 50% dos animais
foram positivos para a amostra de
Salmonella sp. utilizada, sendo a sua grande
maioria na porgio distal do ileo (Tabela
1.3). Apés 60 minutos de exposicéo, 50%
dos animais foram positivos. Dos animais
expostos por duas horas, 33% foram
positivos, enquanto 100% dos animais
expostos por seis horas foram positivos
para a amostra marcada de Salmonella sp.
utilizada.

Os  resultados obtidos nos
experimentos 1 e 2, considerando cada tipo
de amostra, para todos os tratamentos
(excretores, 30 minutos, 60 minutos, duas
horas, trés horas e seis horas de exposiggo,
e sem exposigdo) estdo apresentados na
tabela 1.3. Esta tabela apresenta apenas a
totalizagdo dos resultados, sem possibilitar
entretanto maiores comparagdes, pois 0s
niveis de exposi¢io ambiental foram
diferentes nos experimentos realizados,
bem como a sensibilidade da metodologia
utilizada para a pesquisa da amostra de
Salmonella Typhimurium utilizada.




Tabela 1.1. Experimento 1 — Dose de inoculagio de Sa/monella Typhimurium, niveis de contaminaggo
ambiental e fregiiéncia de infecgio dos animais expostos ao ambiente contaminado.

Dose de Contaminag@o Animais Animais Animais
Repetigdo inoculaggio ambiental expostos/2hs.  expostos/3hs.  expostos/6hs.
(UFC/animal) (UFC/g) (+/expostos) (+/expostos) (+/expostos)
A 2.0x10° 42 x 10° 0/2 02 11
B 3.1x10° 15x10° 272 0/2 11
C 9.0x10° 44x10° 22 22 111
D 3.6x10° 4.5x10° 22 2R n
E 2.2x10° 22x10° 2/2 2/2 11
Médias/Totais: 1.4x10° 58x10° 8/10 6/10 5/5

Tabela 1.2. Experimento 2 —Dose de inoculagiio de Salmonella Typhimurium, niveis de contaminagfio
ambiental e fregiiéncia de infeccio dos animais expostos ao ambiente contaminado.,

Animais Animais Animais Animais
Dose de Contaminagdo expostos expostos expostos expostos
Repeticio inoculagiio ambiental por 30min. por 60 min. por2horas por 6 horas
(UFC/animal) (UFC/g) (+/expostos) (+/expostos) (+/expostos) (+/expostos)
A 45x10° 1.6x10° 2/2 2/2 2/2 111
B 9.5x10° 1.4x10° A 12 0/2 11
C 7.5x10° 2.6 x 10° 0/2 0/2 0/2 1/1
Meédias/Totais: 49x10° 1.9x10° 3/6 3/6 2/6 3/3

Tabela 1.3. Proporgdo, por amostra, de suinos positivos para Sa/monella Typhimurium, apds exposigdo a
ambiente contaminado por animais excretores inoculados artificialmente, nos experimentos 1 e 2
combinados.

Linfonodo Todas as
Tratamento  Linfonodo Linfonodo Inguinal Conteddo  fleo Fezes amostras
Mandibular  Tleocecal  Superficial cecal distal combinadas
Excretores 13/16 16/16 3/16 16/16 16/16 16/16 16/16
Exp. 30min. 0/6 0/6 1/1 1/6 3/6 1/6 3/6
Exp. 60min. 0/6 0/6 1/6 2/6 3/6 1/6 3/6
Exp. 2 horas 0/16 3/16 2/16 3/16 8/16 5/16 10/16
Exp. 3 horas 1/10 0/10 0/10 2/10 3/10 5/10 6/10
Exp. 6 horas 0/8 1/8 1/8 8/8 7/8 2/8 8/8
S/ exposicéo 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8
Nos animais excretores superficial foram positivas em apenas 19%
(artificialmente inoculados) foi possivel dos casos.
reisolar a amostra de Salmonella O objetivo fundamental destes
Typhimurium utilizada de todos os animais experimentos foi o de testar a hipdtese de
quatro dias pés-inoculagdo. Nestes animais, que suinos poderiam ser infectados por
a bactéria foi reisolada em 100% das Salmonella sp. ap6és um curto periodo de
amostras de linfonodo ileocecal, porgéo exposi¢do (30 minutos, 60 minutos, duas
distal do ileo, conteiido cecal e fezes horas e trés horas) a um ambiente
analisadas. Amostras de linfonodo contaminado, mimetizando as condigdes
mandibular foram positivas em 81% dos naturais de transmiss@o da bactéria entre os
casos, enquanto de linfonodo inguinal animais. A observagdo de pelo menos um
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animal exposto positivo € suficiente para
aceitar a hipdtese proposta, de que esta
infecgdo rapida € possivel. Além disso, o
estudo ndo foi delineado para determinar o
tempo de exposi¢do minimo, ou a dose de
exposicdo ambiental minima necessaria
para que a infec¢fio ocorra, uma vez que o
nimero de animais utilizados por repeti¢do
ndo € suficiente para atender tais objetivos.
A observagdio de que os animais expostos
por duas horas na repeticdo A do
experimento 1 (nivel de contaminagio
ambiental = 4.2 x 10> UFCs) ndo foram
infectados, mas de que na repeticdo D do
mesmo experimento, o mesmo tempo de
exposicdo a niveis de contaminagio
similares (4.5 x 10° UFCs) resultou na
infecgio dos animais sugere que maiores
estudos sdo necessarios para se determinar
o limiar da dose e do tempo de exposigdo,
bem como dos possiveis fatores envolvidos.
Inicialmente, foi surpreendente
encontrar Salmonella Typhimurium nas
amostras de fezes dos animais expostos por
apenas duas horas ao ambiente
contaminado, no experimento 1. Nas
repeticdes A, B e C, as amostras foram
coletadas através do dnus, o que criou uma
preocupagio com uma possivel
contaminagdo externa na regiio perineal,
gerando a positividade das amostras
analisadas. Entretanto, nas repetigdes D e E,
amostras fecais positivas também foram
observadas em animais submetidos ao
mesmo tempo de exposi¢do, sendo que as
fezes foram coletadas internamente, através
da exposigdo asséptica do reto, eliminado
qualquer suspeita de contaminagdo. Além
disso, trés dos quatro animais identificados
nas repetigdes A, B e C como positivos para
Salmonella sp. nas amostras fecais, também
apresentaram-se positivos nas amostras de
linfonodo ileocecal. A partir de entdo,
surgiu a questdo que levou a realizagdo do
segundo  experimento, testando a
possibilidade da ocorréncia desta infecgéo
em animais expostos ao ambiente
contaminado por periodos de tempo
menores, tais como 30 e 60 minutos.
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Conforme apresentado, os resultados
obtidos foram ainda mais surpreendentes,
demonstrando que Salmonella
Typhimurium € capaz de passar por todo o
trato gastrointestinal dos animais expostos
ao ambiente contaminado, em apenas 30
minutos.

Apesar dos resultados encontrados
parecerem surpreendentes, Clemens et
al.(1975) demonstraram que apesar do
intestino  delgado de  suinos  ter
aproximadamente 18 metros de
comprimento, € possivel para um marcador
fluido ingerido alcangar o ceco em duas
horas, enquanto uma particula de 2mm
alcanga a mesma regifio em quatro horas.
Fedorka-Cray et al.(1995) observaram que
o ceco de leitdes esofagostomizados
inoculados por via intranasal se tornaria
colonizado por Salmonella sp. em trés
horas. Blaha et al.(1997) observaram que
suinos  inoculados por via  oral
apresentavam a bactéria no jejuno uma hora
pbs-inoculagdo, no ceco e reto duas horas
pés-inoculagio, e linfonodo ileocecal
quatro horas pos-inoculagdo. Entretanto,
estes estudos utilizaram suinos jovens,
inoculados  aritificialmente com doses
elevadas, levando fregiientemente @
ocorréncia de doenga clinica nos animais
inoculados. Fedorka-Cray et al.(1995)
utilizaram leitdes de seis a oito semanas de
idade e dose de inoculagio de 10° UFCs.
Blaha et al.(1997) utilizaram leitdes de seis
a 12 semanas de idade e dose de inoculagiio
de 10°a 10" UFCs.

Conforme exposto anteriormente,
os niveis de contaminagdo das baias de
exposicdo  obtidos em ambos  os
experimentos componentes deste estudo
apresentaram-se significativamente
inferiores as doses de inoculagdo utilizadas
em outros estudos. A questdo que emerge é:
Serd que as doses de “desafio ambiental”
obtidas neste estudo refletem a realidade
dos niveis de contaminag3o por Salmonella
sp. normalmente encontrados nas baias de
descanso  pré-abate dos frigorificos?
Através da utilizag@io de animais excretores




procurou-se acomodar parcialmente esta
incerteza, simulando a dose de
contaminag¢do ambiental e as caracteristicas
patogénicas da amostra de Salmonella sp.
utilizada. De acordo com Smith (1998),
bactérias do género Salmonella in vivo
apresentam  propriedades  patogénicas
distintas, em relag@o as bactérias do mesmo
grupo cultivadas in vitro. Assim sendo, a
utilizagdo de animais excretores para
provocar a contaminagdo ambiental
possibilitou a utilizagdo de bactérias
cultivadas in vivo como desafio aos animais
expostos ao ambiente das  baias
contaminadas naturalmente. Um estudo
recente, realizado por Swanenburg et
al.(2001), onde se descreveu niveis de
contaminagdo por Enterobacteriaceae de
10° a 10° UFCs/cm’ em baias de descanso
pré-abate de frigorificos sustentam a

possibilidade de que os niveis de
contaminagdo ambiental obtidos nos
experimentos realizados representem a

realidade. Entretanto, dados mais precisos
sdo ainda necessarios para confirmar esta
hipotese.

Apesar deste estudo ter sido
planejado tentando-se simular as condigdes
encontradas no descanso pré-abate dos
frigorificos, algumas questdes persistem.
Neste estudo, os animais foram submetidos
a uma restrigdo alimentar de
aproximadamente 18 horas antes da
exposicdo ao ambiente contaminado. Na
prética, é comum que a maioria dos animais
destinados ao abate sejam submetidos a
uma restri¢do de apenas quatro a oito horas.
Entretanto, Isaacson et al.(1999)
demonstraram que a restri¢do alimentar na
realidade reduz a freqiiéncia de isolamento
de Salmonella sp., sugerindo que o periodo
de restricdo utilizado neste estudo poderia
reduzir as chances de se isolar a bactéria,
em relagdo ds condigdes normais
encontradas nos frigorificos. Outra questdo
remanescente refere-se ao fato de que o
estresse associado ao transporte tem
recebido  importdncia  como fator
determinante da prevaléncia de animais

infectados por Salmonella sp.. Apesar de
ndo ter se realizado nenhuma quantificacéo
do estresse sofrido pelos animais utilizados
neste estudo, a rdpida movimentagdo (10 a
15 minutos), a auséncia de mistura com
outros animais, e os cuidados adotados para
a sua manipulagio, provavelmente
reduziram significativamente o seu estresse,
em comparagdo ao que normalmente ocorre
por ocasido do transporte e manipulagdo
dos animais antes do abate. Novamente, o
efeito do menor estresse, em relagio as
condigBes normalmente observadas nos
frigorificos, sugere que a frequéncia de
infecgdes encontrada seria menor do que o
esperado ao submeter os animais as
condigdes normais prévias ao abate.

Mais estudos sdo necessérios a fim
de se determinar a natureza da infecgdo
observada nos experimentos componentes
deste estudo (trato gastrointestinal e
linfonodos mesentéricos). Ndo se sabe se
esta infecgdo pode ser rapidamente
eliminada, ou se levara a uma infecgio
sistémica e a um estado de portador. Néo se
sabe se 0s animais expostos serdo capazes
de excretar a bactéria nas fezes por periodos
prolongados e por quanto tempo isto
ocorreria. Wood et al.(1989) realizaram a
infeccdo experimental de leitdes (sete a oito
semanas de idade) com Salmonella
Typhimurium, com o objetivo de observar a
sua persisténcia em animais convalescentes.
Os animais inoculados apresentaram
amostras fecais positivas para Salmonelia
sp. durante 22 semanas pés-inoculagdo.

Estudos adicionais sf#o ainda
necessarios, a fim de se determinar os
niveis ambientais reais de contaminagdes
por Salmonella sp. nas baias de descanso
pré-abate dos frigorificos, bem como a
contaminagio ambiental minima necessaria
para ocorrer a infecgdo dos animais
expostos a esse ambiente. Finalmente, ndo
se sabe se os resultados aqui apresentados,
utilizando uma amostra de Salmonella
Typhimurium resistente ao dcido nalidixico,
podem ser expandidos para outros
sorovares de Salmonella sp. comumente
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encontrados em suinos. Estudos futuros
possivelmente virdo a esclarecer estas
questdes.

Este estudo demonstrou que ¢€
possivel para suinos ao peso e idade de
abate serem infectados por Salmonella
Typhimurium durante exposi¢gdo por um
curto periodo de tempo a um ambiente
contaminado com niveis relativamente
baixos da bactéria, indicando que o periodo
de descanso pré-abate pode resultar em
infecgdes rapidas por Salmonella sp. em
suinos. O fato de que 100% dos animais se
apresentaram infectados apos seis horas de
exposicio ao ambiente contaminado
demonstra a necessidade de se evitar longos
periodos de descanso pré-abate, ou de se
reduzir os niveis de contaminagdo das baias
de descanso. Este estudo sugere que as
baias de descanso pré-abate provavelmente
constituem um ponto critico para a redugio
das contaminagbes por Salmonella sp. em
suinos e seus produtos.
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5. CAPITULO 2

Infecgbes por Salmonella sp. em suinos durante o periodo de descanso pré-abate.

5.1. INTRODUCAO

Diversos estudos demonstraram a
ocorréncia de um aumento significativo na
prevaléncia de suinos infectados por
Salmonella sp. ao abate, em relagio a
prevaléncia nos rebanhos de origem
(Morgan et al.,1987; Hurd et al.,2001b;
Mckean et al.,2001). O transporte destes
animais desde os rebanhos ao frigorifico e o
descanso pré-abate tém sido associados ao
aumento na prevaléncia de Salmonella sp.
ao abate, o que ¢ fregiientemente atribuido
ao efeito do estresse e a re-excregdo da
bactéria nas fezes. Entretanto, a
identificag@o de isolados obtidos em alguns
desses estudos (Hurd et al.,2001b; Mckean
et al.,2001) revela um aumento também na
diversidade de sorovares encontrados ao
abate em relagio a encontrada nos
rebanhos. Este aumento na prevaléncia e na
diversidade de sorovares sugere que os
animais estejam sendo submetidos a
nova(s) fonte(s) de infecgdo por Salmonelila
sp., ao serem transferidos dos rebanhos para
os frigorificos.

O  descanso pré-abate, onde
ocorrem © contato com outros animais
(inclusive de outros rebanhos) e a
exposi¢do ambiental, também pode ser um
importante determinante da prevaléncia de
Salmonella sp. ao abate, nio apenas pelo
efeito do estresse associado, mas também
atuando como uma fonte de novas
infecgdes. Um estudo recente demonstrou
que sob  condigBes  experimentais,
Salmonella Typhimurium pode infectar
suinos a idade de abate durante a sua
exposicdo a um ambiente contaminado, por
um periodo de apenas duas horas, ou
mesmo menos (Hurd et al.,2001a), o qual é
considerado ser o tempo minimo necesséario
para que os animais se recuperem do

24

estresse associado ao transporte (Warriss et
al.,1992). Apesar da possibilidade de
infecgio durante o descanso pré-abate,
pouca ou mesmo nenhuma aten¢do tem sido
dada ao estudo da mesma na maioria dos
estudos publicados até o momento.

O objetivo deste estudo foi
determinar se infecgdes rapidas por
Salmonella sp. constituem um fendémeno
que rotineiramente ocorre durante o periodo
de descanso pré-abate nos frigorificos,
demonstrando a importdncia das baias de
descanso pré-abate como fonte infecgdes
por Salmonella sp. para suinos antes do
abate.

5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1. Delineamento experimental:

rés repeticdes do experimento
foram realizadas em cada um dos dois
frigorificos de alta capacidade estudados
(aproximadamente 16.000 suinos
abatidos/dia). Cada repetigio incluiu o
estudo de quatro grupos de suinos,
totalizando 24 grupos estudados, sendo 12
em cada frigorifico (aproximadamente 150
animais/grupo). Para cada grupo estudado,
ap0s o transporte e seu estresse associado,
foram coletadas seis mesclas de amostras
de fezes do piso de seus caminhdes, logo
apés os animais serem descarregados
(amostragem pré-descanso). As respectivas
baias de descanso pré-abate foram
amostradas (seis mesclas de amostras por
baia, consistindo de swabs do piso, ligiiidos
e fezes residuais) logo antes dos animais
serem alojados. Além disso, uma amostra
de 4gua do bebedouro de cada baia de
descanso pré-abate foi coletada. Apds o
abate, conteido cecal e linfonodo ileocecal
foram coletados de 30 animais por grupo,
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aleatoriamente selecionados ao longo da
linha de abate (amostragem p6s-descanso).

5.2.2. Procedimento bacteriol6gico:

Todas as  amostras  foram
processadas por métodos bacteriologicos
convencionais para o isolamento e
identificacdo de Salmonella sp.. Os
métodos de cultivo utilizados foram:

Método 1 — pré-enriquecimento em
caldlo GN-Hajna (37°C/24horas), seguido
de enriquecimento em 10ml de caldo
Rappaport-Vassiliadis (37°C/24horas);

Método 2 —  enriquecimento
primério em caldo Tetrationato
(37°C/48horas), seguido de enriquecimento
secundério em 10 ml de caldo Rappaport-
Vassiliadis (37°C/24horas).

Apés o enriquecimento em caldo
Rappaport-Vassiliadis, em ambos os
métodos, procedeu-se & semeadura de
placas contendo meio Verde Brilhante com
Sulfa (BGS) e agar Xilose-Lisina-Tergitol-
4 (XLTH4), e incubagdo por 24 horas a
37°C.

Todas as amostras coletadas nos
caminhdes de transporte (10g) e nas baias
de descanso pré-abate (10g ou 10ml), assim
como as amostras de conteido cecal
coletadas apdés o abate (10g) foram
inoculadas diretamente em 100ml dos
meios utilizados para pré-enriquecimento e
enriquecimento primario das amostras. As
amostras de linfonodos ileocecal coletadas
ap6s o abate foram maceradas dentro de
sacos plasticos estéreis, utilizando-se um
martelo de borracha. A seguir, 10 ml de
agua peptonada 0.3% foram adicionados, e
cada amostra foi homogeneizada. Apos
homogeneizagdo, 1 ml de cada amostra foi
diretamente inoculado em 10ml dos meios
utilizados para pré-enriquecimento e
enriquecimento primério.

Das placas onde foram semadas as
amostras pré-descanso e das baias de
descanso, até cinco colbnias suspeitas
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foram selecionadas para identificag@io. Para
as amostras pés-descanso, até trés colonias
suspeitas  foram  selecionadas  para
identificacdo por placa. A selegio de
miltiplas colénias por placa objetivou
detectar a maior variedade possivel de

sorovares por amostra, sendo que a
diferenca no numero de coldnias
selecionadas por placa entre amostras
objetivou compensar a diferenca de

amostragem, bem como baseou-se no
presuposto de que uma maior diversidade
de sorovares seria encontrada nas amostras
provenientes dos caminhdes, e
principalmente das baias de descanso.

Coldnias suspeitas foram
presuntivamente identificadas através de
reagdes bioquimicas em dgar triplice aglicar
e ferro (TSI) e agar lisina e ferro (LIA),
sorogrupagem por aglutinagdo em l4dmina,
utlizando-se antisoro para antigeno O de
Salmonella enterica dos grupos poly-A-I &
Vi, B, Cl1 e E (Becton, Dickinson
Microbiology Systems, Sparks, Estados
Unidos). Os isolados presuntivamente
identificados como Salmonella enterica
foram semeados em tubos contendo dgar
soja tripticaseina (TSA) e submetidos a
sorotipagem no National Veterinary Service
Laboratory do USDA, localizado em Ames,
lowa, Estados Unidos.

Todos os meios de cultivo
bacteriolégico utilizados neste estudo foram
adquiridos de Becton, Dickinson

Microbiology Systems, Sparks, Estados
Unidos.

5.2.3. Anélise estatistica:

Os resultados foram organizados
em um banco de dados eletronico
(Microsoft  Access 2000, Microsoft
Corporation) e transferidos para um
software de andlises estatisticas (Statistix
for Windows, Analytical Software, version
2.0), procedendo-se a sua andlise estatistica.
A andlise dos dados incluiu andlises de
distribuigdes de fregiiéncia (utilizando-se o
qui-quadrado), comparagdes de proporgdes
(utilizando-se o teste de McNemar) e
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tabulagdes cruzadas, adotando-se sempre o
nivel de significancia de p<0.05.

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 24 caminhdes de
transporte amostrados (amostragem pré-
descanso), 20(83.3%) foram identificados
como positivos para Salmonella sp.. Todas
as baias de descanso pré-abate (24/24)
estavam  contaminadas por  diversos
sorovares de Salmonella sp., sendo que em
8 (33.3%) destas, as amostras de agua
coletadas diretamente dos bebedouros
apresentaram-se contaminadas por
Salmonella sp.. Todos os grupos de suinos
estudados (24/24) foram identificados como
postivos para Salmonella sp., através da
anilise das amostras  poés-descanso,
incluindo os grupos que chegaram aos
frigorificos transportados pelos caminhdes
que apresentaram resultados negativos.

Isolou-se Salmonella sp. de 43.8%
(63/144) do total de amostras de mesclas de
fezes coletado nos caminhdes de transporte,
em ambos os frigorificos. Em um dos
frigorificos, 33.3% (24/72) das amostras
foram positivas para Salmonella sp.,
enquanto no outro, 54.2% (39/72) das
amostras coletadas foram positivas. Houve
diferenga significativa no numero de
amostras positivas coletadas nos caminhdes
de transporte entre os frigorificos estudados
(p<0.05).

Isolou-se Salmonella sp. de 76.4%
(110/144) do total de amostras coletadas
nas baias de descanso pré-abate, em ambos
os frigorificos estudados. Em um dos
frigorificos, 62.5% (45/72) das amostras
coletadas foram positivas para Salmonella
sp., enquanto no outro, 90.3% (65/72) das
amostras foram positivas. Houve diferenca
significativa no nimero total de amostras
das baias de descanso pré-abate positivas
entre frigorificos (p<0.05).

Os sorovares de Salmonella sp.
isolados a partir das amostras coletadas nos
caminhdes de transporte, nas baias de
descanso pré-abate e dos animais apds o
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abate estdio apresentados nas tabelas 2.1 e
22.

Um total de 36 sorovares de
Salmonella sp. foi isolado neste estudo. Os
10 sorovares mais frequentemente
encontrados foram: Typhimurium (22.3%),
Derby (21.2%), Anatum (19%), Saint-Paul
(12%), Infantis (5.3%), Senftenberg (4.2%),
Heidelberg (4.2%), Bovis-morbificans
(1.5%), Uganda (1.2%) e Hartford (1.2%).

Dos 24 caminhdes de transporte
amostrados, sete (29.2%) foram lavados
antes de serem carregados com 0s animais
estudados, enquanto 17 (70.8%) nio o
foram. Das 24 baias de descanso pré-abate
amostradas, 21 (87.5%) foram lavadas com
4gua sob pressdo, antes da entrada dos
animais, enquanto trés (12.5%) ndo o
foram.

A prevaléncia de infecgdes por
Salmonella sp. nos suinos estudados em
ambos os frigorificos est4d apresentada na
tabela 2.3.

Dos 24 grupos de suinos estudados,
25% estavam infectados por sorovares de
Salmonella sp. que também foram
encontrados nos respectivos caminhdes de
transporte, 25% estavam infectados por
sorovares que também foram encontrados
nas respectivas baias de descanso pré-abate,
e 45.8% estavam infectados por sorovares
encontrados simultaneamente nos
respectivos caminhdes de transporte e baias
de descanso pré-abate.

O nimero médio de sorovares de
Salmonella sp. encontrados nos caminhdes
de transporte foi de 1.6
sorovares/caminh@o, nas baias de descanso
pré-abate foi de 3.0 sorovares/baia, € nos
animais de 3.7 sorovares/grupo estudado.
Este resultado representa a diversidade de
sorovares de Salmonella sp. encontrada nas
amostragens pré-descanso, descanso e pos-
descanso, respectivamente.

Comparando-se 0 numero total de
isolados de Salmonella sp. (n=969 isolados)
obtido a partir das amostras pos-descanso
(amostras de conteido cecal e linfonodo
ileocecal), com os sorovares de Salmonella




sp. encontrados nos caminhdes de 50.6% destes isolados pertenciam a

transporte € nas baias de descanso pré- sorovares ndo encontrados nos caminhdes e
abate, observou-se que 15.7% destes nas baias de descanso.
isolados pertenciam a sorovares

encontrados nos caminhdes, 25.8%
pertenciam a sorovares encontrados nas
baias de descanso, e 7.9% correspondiam a
sorovares encontrados simultaneamente nos
caminhdes € nas baias. Curiosamente,

Tabela 2.1. Sorovares de Salmonella sp. isolados (seguidos do niimero total de isolados obtidos) a partir
das amostras coletadas nos caminhdes de transporte, baias de descanso pré-abate e suinos apés o abate
{conteiido cecal e linfonodo ileocecal), no frigorifico A.

Caminhdes Baias de descanso Contetdo cecal Linfonodo ileocecal
Saint-Paul (13) Anatum (41) Typhimurium (110) Typhimurium (92)
Anatum (9) Typhimurium (24) Derby (95) Saint-Paul (86)

Typhimurium (8) Derby (23) Saint-Paul (72) Derby (73)
Infantis (6) Minnesota (13) Anatum (33) Anatum (17)
Agona (5) Senftenberg (5) Mbandaka (5) Hartford (15)

Mbandaka (3) Montivideo (4) Infantis (4) Molade (4)
Muenster (2) Saint-Paul (4) Heidelberg (3) Worthington (3)
Derby (1) Infantis (3) Montivideo (3) Agona (1)
Give (1) Ohio (3) 4,12:i-monofasico (2) Choleraesuis (1)
Heidelberg (1) Litchfield (2) Hartford (2) Infantis (1)
Krefeld (1) Muenster (2) Agona (1)
Worthington (1) Reading (2) Babelsberg (1)
Agona (1) Ohio (1)
Brandenburg (1)
Johannesburg (1)
Mbandaka (1)
Uganda (1)

Tabela 2.2. Sorovares de Salmonella sp. isolados (seguidos do niimero total de isolados obtidos) a partir
das amostras coletadas nos caminhdes de transporte, baias de descanso pré-abate e suinos apds o abate
(conteido cecal e linfonodo ileocecal), no frigorifico B.

Caminhdes Baias de descanso Contetdo cecal Linfonodo ileocecal
Senftenberg (37) Anatum (106) Anatum (55) Derby (44)
Infantis (20) Typhimurium (51) Derby (40) Anatum (16)
Heidelberg (19) Derby (28) Infantis (36) Choleraesuis (9)
Derby (6) Uganda (17) Typhimurium (35) Newport (6)
Kentucky (5) Infantis (5) Heidelberg (33) Typhimurium (5)
Livingstone (2) Heidelberg (3) Bovis-morbificans (21) Heidelberg (3)
Typhimurium (2) Cerro (2) Senftenberg (20) Muenchen (3)
6,8:r-monfisico (1) Mbandaka (2) Agona (6) 4,12:autoaglutindvel (2)
Anatum (1) Muenchen (1) Ohio (3) Infantis (2)
Bovis-morbificans (1) Ohio (1) Newport (2)
Falkensee (1) 6,7:pouco movel (1)
Montivideo (1) Cerro (1)
Ohio (1) Worthington (1)
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Tabela 2.3. Prevaléncia de Salmonella sp. em suinos ao abate, determinada através da analise de amostras
de conteudo cecal e linfonodo ileocecal, em dois frigorificos.

Amostras
Frigorifico Contetdo cecal Linfonodo ileocecal
A 115/240 (47.92%)a 68/240 (28.33%)a
B 95/240 (39.58%)a 29/240 (12.1%)b
Total (A+B) 210/480 (43.75%) 97/480 (20.21%)

* a,b — letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica (p<0.05).

Os resultados obtidos neste estudo
demonstram que as baias de descanso pré-
abate estdo freqiientemente contaminadas
com uma variedade de sorovares de
Salmonella  sp.. Esta importante
constatagdo foi observada por Swanenburg
et al.(2001b), que relataram freqiiente
contaminagdo por  Enterobacteriaceae
(niveis de contaminagdo de 10° a 10* UFCs)
em baias de descanso pré-abate de dois
frigorificos na FEuropa. Neste mesmo
estudo, 70 e 90% das amostras coletadas
das baias de descanso pré-abate
apresentaram-se positivas para Salmonella
sp., nos frigorificos estudados.

E interessante observar que em
estudo anterior Williams e Newell (1968) ja
haviam chamado a atengdo para a
possibilidade desta contaminagdo do
ambiente de descanso pré-abate e também
para a possivel ocorréncia de infecgdes em
suinos durante o periodo de descanso pré-
abate. Entretanto, apenas recentemente
(ap6s mais de 30 anos) esta possibilidade
comegou a ser considerada e explorada,
como no estudo aqui apresentado. A
concordincia dos sorovares isolados de
25% dos grupos de suinos estudados com
sorovares isolados das respectivas baias de
descanso, € de 25.8% do total de isolados
obtidos ap6s o periodo de descanso pré-
abate com sorovares também encontrados
nas respectivas baias de descanso,
demonstra claramente que a contaminagdo
das baias de descanso pré-abate constitui
uma importante fonte de infecgbes por
Salmonella sp. em suinos momentos antes
do abate. Investigagdes epidemioldgicas
recentes sobre a fonte de contaminagdo por
Salmonella sp. em suinos e seus produtos
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(Swanenburg et al.,2001a) confirmam os
resultados aqui apresentados sobre a
importincia do descanso pré-abate. Além
disso, um outro estudo recente (Hurd et
al.,2001b) demonstrou ndo haver aumento
nas taxas de isolamento de Salmonella sp.,
ap6s um periodo de descanso pré-abate de
18 horas, em baias limpas e desinfetadas.
Sob “condigdes de campo” (i.e.,
nos frigorificos), outros estudos (Craven e
Hurst,1982; Morgan et al.,1987) relataram
o efeito do descanso pré-abate sobre a
prevaléncia de suinos infectados por
Salmonella sp., mas utilizando periodos de
descanso variando entre 18 e 72 horas. E
importante ressaltar, que a maioria dos
frigorificos atualmente evita o descanso
pré-abate por mais de seis a oito horas.
Entretanto, um minimo de duas horas €
recomendado, a fim de  evitar o
comprometimento da qualidade da carne
suina. Este € considerado ser o tempo
minimo necessdrio para que Os suinos se
recuperem do estresse do transporte
(Warriss et al.,1992). Neste estudo, o
tempo médio de descanso pré-abate foi de 3
horas e 28 minutos (variando entre 1 hora e
55 minutos e 5 horas e 20 minutos), o que
parece ter sido suficiente para a ocorréncia
de infecgdes rapidas por Salmonella sp..
Qutro importante fator a ser considerado € o
periodko de tempo que os animais
permaneceram  nos  caminhdes  de
transporte. Neste estudo, os animais
permaneceram, em meédia, 2 horas e 24
minutos (variando entre 30 minutos e 10
horas ¢ 10 minutos) nos caminhdes de
transporte, desde que foram carregados nos
rebanhos de origem, até o momento de
descarga nos frigorificos. Este periodo de




tempo também ¢é suficientemente longo
para possibilitar a ocorréncia de infecgbes
por Salmonella sp., adquiridas por
infecgdes cruzadas, ou dos proprios
caminhdes que por acaso estejam
previamente contaminados. E importante
ressaltar, que a maioria dos caminhdes
(70.8%) ndo foi lavada antes da sua
utilizagdo no transporte dos animais
estudados, sendo que 80%  destes
apresentavam-se contaminados ap6s serem
descarregados. Rajkowski et al.(1998) em
um estudo sobre a eficiéncia da lavagem e
desinfegdo de caminhdes de transporte de
suinos, relataram que 80% das amostras
coletadas anteriormente 4 sua lavagem e
desinfegdo apresentaram-se positivas para
Salmonella sp., reafirmando os resultados
encontrados neste estudo.

E possivel que suinos sejam
portadores de Salmonella sp. enquanto
ainda estdo no rebanho de origem, mas nio
eliminem a bactéria nas fezes. O estresse
dos eventos pré-abate pode entdo induzir
estes animais infectados a iniciarem a
eliminagdo da bactéria nas fezes.
Entretanto, € também proviavel que os
animais sejam infectados durante o
transporte e o descanso pré-abate, através
de infecgbes cruzadas e exposigio a
ambiente(s) contaminado(s) por Salmonella
sp.. Os resultados encontrados neste estudo,
em acordo com outros estudos realizados
(Swanenburg et al.,2001a; Williams e
Newell, 1968) indicam que o ambiente
contaminado das baias de descanso pré-
abate constitui importante fonte de
infecgbes por Salmonella sp. para os suinos.

O que aparentemente ocorre € que
em adi¢do ao efeito do estresse dos eventos
pré-abate (transporte, movimentagio e
descanso pré-abate), os suinos se tornam
rapidamente infectados durante o transporte
desde os rebanhos de origem aos
frigorificos, e principalmente, durante o
periodo de descanso pré-abate, aumentando
assim o risco de contaminagdo da linha de
abate e processamento.

Curiosamente, nio houve
concordancia para 50.6% dos isolados de
Salmonella sp. obtidos ao abate, o que
poderia ser devido a problemas de
amostragem, tais como processamento de
diferentes tipos de amostras pré-descanso
(mescla de fezes), das baias de descanso
pré-abate (swabs, liquidos e fezes residuais)
e pos-descanso (contetido cecal e linfonodo
ileocecal), bem como  amostragem
insuficiente dos caminhdes de transporte e
das baias de descanso pré-abate, ndo
possibilitando o isolamento de todos os
sorovares de Salmonella sp. presentes.
Além disso, também deve-se considerar a
ocorréncia de problemas decorrentes da
interagdo entre os métodos bacteriologicos
utilizados e os diferentes tipos de amostras
coletados e processados. N#o se pode
afirmar que os métodos de cultivo
utilizados neste estudo sfo eficientes em
detectar todos os sorovares de Salmonella
sp. possivelmente presentes nas amostras
estudadas. Provavelmente, nfo o s#o.
Entretanto, os mesmos métodos foram
utilizados para todas as amostras, o que
permitiria o isolamento dos mesmos
sorovares (caso estivessem presentes) nas
amostras coletadas durante as trés
amostragens (pré-descanso, descanso e pds-
descanso). Entretanto, de acordo com
Waltman (2000), organismos do grupo
Salmonella sp. estdo virtualmente em todos
os lugares, mas os meios e métodos que sdo
mais eficientes para uma amostra em
particular, nfio necessariamente sfo Otimos
para outras amostras.

As baias de descanso pré-abate
precisam ser melhor exploradas, talvez
através de uma amostragem mais intensiva,
de modo a detectar toda a diversidade de
sorovares de Salmonella sp. que pode estar
presente no ambiente, expondo os animais
durante o periodo de descanso pré-abate.

A patogénese da infecgdio por
diferentes sorovares de Salmonella sp.
também precisa ser melhor conhecida. A
diversidade de sorovares, a dose infectante
e fatores associados ao hospedeiro podem
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influenciar o risco de suinos se tornarem
infectados e excretar sorovares de
Salmonella sp., quando expostos a um
ambiente contaminado.

A partir dos resultados obtidos
neste estudo, pode-se concluir que as baias
de descanso pré-abate estdo freqiientemente
contaminadas com uma variedade de
sorovares de Salmonella sp., e que a
exposigdo ambiental nas baias de descanso
pré-abate constitui uma importante fonte de
infecgdo por Salmonella sp. para os suinos,
aumentando conseqiientemente o risco de
contaminagdo das carcagas suinas e seus
produtos ao longo da linha de abate e
processamento. Este estudo identifica um
ponto critico para a contaminagdo por
Salmonella sp. na cadeia de produgio suina.
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6. CAPITULO 3

Sensibilidade relativa de métodos de cultivo bacteriolégico para o isolamento de
Salmonella sp. de amostras fecais de suinos.

6.1. INTRODUCAO

Apesar dos avangos nos novos
métodos de diagnéstico, o cultivo
bacteriolégico convencional continua sendo
a base dos estudos sobre a epidemiologia
das infecgOes por Salmonella sp. em suinos

(Waltman,2000). Entretanto, apesar da
sensibilidade dos métodos de cultivo
bacteriolégico claramente impactar os

resultados de estudos epidemiolégicos, isso
ndo € freqiientemente discutido na literatura
publicada.

Um grande nimero de diferentes
métodos de cultivo para o isolamento de
Salmonella sp. tem sido publicado durante
as Gltimas décadas. A maioria dos métodos
originais foi  desenvolvida para o
diagnostico da salmonelose clinica em seres
humanos € animais. Entretanto, a
salmonelose clinica em suinos é rara na
maioria dos paises produtores de suinos do
mundo, com exce¢do das infecgdes por
Salmonella  Choleraesuis (Nielsen e
Baggesen,1997; Waltman, 2000). A
situagdo mais freqiientemente encontrada
em suinos € a excre¢do intermitente de
baixos numeros de Salmonella sp., o que
cria. a necessidade de métodos de
amostragem e de cultivo bacteriologico
altamente sensiveis, a fim de garantir a
correta identificagio do estado dos animais
e populagdes.

Apesar da diversidade de métodos
publicados, um protocolo de isolamento
relativamente padronizado foi desenvolvido
e correntemente € utilizado na maioria dos
laboratérios veterindrios. Basicamente, o
protocolo consiste de 5 passos, que sdo os

seguintes: 1) pré-enriquecimento, 2)
enriquecimento, 3) isolamento, 4)
identificagdo bioquimica presuntiva,

seguida de 5) identificagdo sorolégica
(sorogrupagem e sorotipagem). Mesmo
com um protocolo bastante padronizado,
resultados confusos e contraditérios sdo
freqiientemente encontrados na literatura,
principalmente gerados pela multiplicidade
de meios e métodos disponiveis para o
isolamento de Salmonella sp.,
provavelmente mais do que para qualquer
outra bactéria. Diversos artigos de revisdo
ttm sido publicados, discutindo o
isolamento de Salmonella sp.,
demonstrando a diversidade de meios e
métodos utilizados para o seu isolamento a
partir de diferentes tipos de amostras
(Fricker,1987; Nielsen e Baggesen,1997;
Waltman,2000).

Diversos tipos de amostras clinicas
podem ser utilizados para o isolamento de
Salmonella sp. em suinos (e.g.; fezes,
conteido de diversas partes do trato
gastrointestinal, linfonodos, etc.).
Entretanto, amostras de fezes s3o as
preferidas para serem utilizadas em estudos
de Salmonella sp. em populagdes suinas,
por serem facilmente coletadas, além de
possibilitarem investigar animais vivos.

Durante os qltimos anos, um
nimero crescente de estudos sobre a
epidemiologia das infecgdes por Salmonella
sp. tem sido realizado, devido A crescente
importdncia da seguran¢a alimentar nos
mercados doméstico e internacional de
suinos. Estas investigagdes dependem da
disponibilidade de meios precisos de
discriminar entre animais infectados e ndo-
infectados. [Entretanto, investigagdes de
Salmonella sp. nos animais domésticos s&o
dificultadas por alguns fatores, incluindo a

sensibilidade ~ varidvel das  técnicas
microbiolgicas correntemente disponiveis
(Bager e Petersen,1991).
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O objetivo deste estudo foi avaliar
comparativamente  quatro métodos de
cultivo bacteriolégico, visando o

6.2. MATERIAL E METODOS

6.2.1. Amostras:

As amostras de fezes de suinos
utilizadas neste estudo (n=100) consistiram
de mesclas de fezes coletadas em baias de
descanso pré-abate. Para comparar os
métodos de cultivo para o isolamento de
uma ampla gama de sorovares de
Salmonella sp., mesclas de fezes foram
coletadas de diversas baias de descanso pré-
abate, onde vérios grupos de suinos,
originarios  de  diferentes  rebanhos
passaram, em duas ocasides diferentes
(amostragem: 5 amostras/baia x 10 baias de
descanso pré-abate x 2 ocasides de
amostragens). Imediatamente apés a coleta,
as amostras foram transportadas sob
refrigeragiio para o laboratério, localizado
no National Animal Disease Center/USDA,
em Ames, lowa, Estados Unidos.

6.2.2. Processamento bacterioldgico:

No laboratério, as amostras de
fezes coletadas foram individualmente
homogeneizadas e 10g de cada uma delas
foram diretamente inoculados em cada um
dos caldos de pré-enriquecimento ou
enriquecimento componentes dos quatro
métodos de cultivo avaliados.

O primeiro método de cultivo
avaliado (Método A) consistiu de um pré-
enriquecimento em 100ml de caldo GN-
Hajna (GN), por 24 horas a 37°C, seguido
de enriquecimento (transferéncia de 100pl)
em 10ml de caldo Rappaport-Vassiliadis
(RV), por 24 horas a 37°C.

O segundo método (Método B)
consistiu de um enriquecimento primério
em 100ml de caldo Tetrationato (TT) por
24 horas a 37°C, seguido de enriquecimento
secunddrio (transferéncia de 100pl) em
10ml de caldo Rappaport-Vassiliadis, por
24 horas a 37°C.
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isolamento de Salmonella sp. a partir de
amostras de fezes de suinos.

O terceiro método (Método C)
consistiu de um enriquecimento primério
em 100ml de caldo Rappaport-Vassiliadis
(24 horas a 42°C), seguido de
enriquecimento  secundario (transferéncia
de 100pl) em 10ml também de caldo
Rappaport-Vassiliadis (42°C/24 horas).

Finalmente, o quarto método
(Método D) consistiu de um pré-
enriquecimento em 100ml de caldo GN-
Hajna contendo 0.1% de Novobiocina
(37°C/24horas), seguido de enriquecimento
duplo (transferéncia de 100pl) em 10ml de
caldo Rappaport-Vassiliadis e 10ml de
caldo Tetrationato (42°C/24horas), e um
pOs-enriquecimento combinado
(transferéncia de 0.5ml de cada
enriquecimento) em 10ml de caldo M
contendo 0.1% de Novobiocina (42°C/6
horas).

Apé6s o enriquecimento (Métodos
A, B e C) ou o pos-enriquecimento
(Método D), placas contendo agar Xilose-
Lisina-Tergitol-4 (XLT-4) foram semeadas
e incubadas a 37°C por 24 horas, para o
isolamento. A partir das placas contendo
agar XLT-4, até 3 coldnias suspeitas foram
selecionadas para identificagfio. As colOnias
suspeitas foram transferidas para placas
contendo &gar MacConkey, . incubadas a
37°C por 24 horas, para serem identificadas
como Salmonella sp. através de reagdes
bioquimicas utilizando o sistema de
identificagio  bioquimica  BBL-Crystal
Enteric/Non-Fermenter (Becton, Dickinson
Microbiology Systems, Sparks, Estados
Unidos). Apenas as colonias obtidas através
dos métodos de melhor desempenho,
identificadas como sendo Salmonella sp.
foram transferidas para tubos contendo dgar
soja tripticaseina (TSA), e submetidas a
sorotipagem no National Veterinary Service
Laboratory/USDA, localizado em Ames,
lowa, Estados Unidos.

Todos os meios de cultivo
bacterioldgico utilizados neste estudo foram




adquiridos de Becton, Dickinson
Microbiology Systems, Sparks, Estados
Unidos.

6.2.3. Delineamento experimental:

O  delineamento  experimental
aplicado foi o de amostras individualmente
pareadas. O padrdo-ouro foi definido como
a combinagdo dos resultados de todos os
quatro métodos de cultivo utilizados no
estudo. As amostras analisadas foram
consideradas positivas para Salmonella sp.,
quando assim determinado por qualquer um
dos métodos aplicados. A andlise dos dados

incluiu andlises de distribuicdio de
freqiiéncias (qui-quadrado) e o célculo da
sensibilidade relativa de cada um dos
métodos avaliados, bem como a sua
concordincia (Estatistica Kappa), e a
compara¢gdo de proporgdes (teste de
McNemar). O nivel estatistico de
significAncia aplicado foi de p<0.05. O
cilculo da sensibilidade relativa de cada
método de cultivo avaliado foi realizado de
acordo com Gordis (1996).

Figura 3.1. Métodos de cultivo bacteriologico avaliados comparativamente para o isolamento de
Salmonella sp. a partir de amostras de fezes de suinos.
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6.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A combinagdio dos resultados
obtidos nos quatro métodos de cultivo
avaliados neste estudo resultou nas 100
amostras analisadas sendo positivas para
Salmonella sp.. Assim sendo, o padrdo-ouro
utilizado para determinar a sensibilidade
relativa dos métodos avaliados foi de 100%
de amostras positivas. A sensibilidade
relativa dos quatro métodos de cultivo
avaliados estd apresentada na tabela 3.1. A
comparaciio da sensibilidade dos métodos
avaliados demonstrou que os métodos B e
C apresentaram desempenho

Isolamento em XLT-4
Identiicacio bioquimica

significativamente (p<0.05) superior ao dos
métodos A e D (Tabela 3.1). Nenhum dos
métodos foi capaz de isolar Salmonella sp.
de todas as amostras analisadas. Entretanto,
o método C isolou a bactéria de 95% das
amostras, sendo o Unico a  ser
estatisticamente semelhante ao padrio-ouro
(Tabela 3.1).

O nimero de amostras das quais
isolou-se Salmonella sp., combinando-se os
métodos de cultivo foi de: 99 através dos
métodos A e B, 99 através dos métodos A e
C, 95 através dos métodos A e D, 100
através dos métodos B e C, 96 através dos
métodos B e D, e 98 através dos métodos C
eD.
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A concordancia entre os métodos B
e C, que apresentaram melhor desempenho,
conforme determinado pela estatistica
Kappa, foi de 0.89.

No total, 15 sorovares de
Salmonella sp. foram isolados neste estudo.
O método de cultivo C isolou todos os 15
sorovares, enquanto o método B isolou 14
destes sorovares (Tabela 3.2). Os sorovares
isolados das amostras que foram negativas
pelos métodos B ou C (n= 11 amostras) ndo
foram diferentes dos isolados das demais
amostras por ambos os métodos, indicando
que ndo houve nenhum fator relativo aos
sorovares que fez com que esses métodos
ndo fossem capazes de detectar a bactéria
nas referidas amostras.

Combinando-se os resultados dos
métodos B e C, apenas um sorovar foi
isolado em 67.3% das amostras. Entretanto,
dois sorovares diferentes foram isolados de
27.9% das amostras, e trés sorovares foram
isolados de 4.8% das amostras (total de
amostras com multiplos sorovares =
32.7%). O método de cultivo B isolou
apenas um sorovar de 69.1% das amostras,
dois sorovares de 26.6% das amostras, e
trés sorovares de 4.3% das amostras (do
total de 94 amostras positivas por este
método). O método C isolou apenas um
sorovar de 63.2% das amostras, dois
sorovares de 30.5% das amostras, e trés
sorovares de 6.3% das amostras (do total de
95 amostras positivas por este método). A
comparagdo destas proporgdes demonstrou
que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa (p>0.05) entre os métodos,
quanto & capacidade de isolar mais de um
sorovar de Salmonella sp. por amostra.

Do total de amostras positivas
encontradas neste estudo, apenas uma foi
positiva em apenas um meétodo de cultivo,
10 foram positivas em dois métodos, 28
foram positivas em trés métodos e 61 foram
positivas nos quatro métodos avaliados.

Diversos estudos tém comparado
métodos de cultivo para o isolamento de
Salmonella sp., a partir de ampla variedade
de amostras, mas resultados conflitantes
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abundam. E dificil comparar a sensibilidade
dos métodos avaliados até o momento,
visto que diversos estudos relatados tém
utilizado amostras artificialmente
contaminadas, das quais pode ser mais facil
isolar Salmonella sp., quando comparadas
com amostras naturalmente contaminadas.
Ao avaliar métodos de cultivo,
particularmente utilizando amostras
altamente contaminadas por organismos
competidores, tais como fezes, ¢ provavel
que resultados qualitativos
(positivo/negativo) sejam afetados pela
concentragdo do organismo-alvo, e também
de organismos competidores na amostra
cultivada. Outro problema importante para
este tipo de comparagio consiste em que
diversos estudos apenas incluiram pequeno
nimero de amostras positivas € um nimero
limitado de  sorovares (Bager e
Petersen,1991; Funk et  al,2000;
Waltman,2000). Em fungio disso, este
estudo foi conduzido utilizando-se amostras
naturalmente contaminadas, ao invés de
amostras experimentalmente (ou
artificialmente) contaminadas. Além disso,
com o objetivos de aumentar a
probabilidade de encontrar uma alta
porcentagem de amostras positivas, bem
como uma ampla variedade de sorovares,
mesclas de amostras fecais obtidas em baias
de descanso pré-abate de um frigorifico
foram utilizadas. Com base nos resultados
obtidos, em que todas as amostras foram
positivas para Salmonella sp., onde foi
encontrada uma diversidade de 15
sorovares, fica evidente que o método de
amostragem aplicado neste estudo foi muito
eficiente para a avaliagiio da sensibilidade
de métodos de cultivo visando o isolamento
de Salmonella sp..




Tabela 3.1. Sensibilidade relativa de quatro métodos de cultivo bacteriolégico para o isolamento de
Salmonella sp. de amostras de fezes de suinos.

Comparagdo com
Método de cultivo Sensibilidade relativa' padrio-ouro”
A 82%(a) p>0.05
B 94%(b) p<0.05
C 95%(b) p>0.05
D 78%(a) p>0.05

'Comparagéo de proporgBes: letras diferentes definem diferenga estatistica (p<0.05).
?Padriio-ouro = combinagio dos quatro métodos de cultivo utilizados no estudo.

Tabela 3.2. Distribuigdo de freqiiéncia dos sorovares de Salmonella sp. isolados pelos métodos de cultivo

BeC.
Sorovar Método B Meétodo C Método B + C
Adelaide 22 45 67
Agona 22 13 35
Anatum 7 9 16
Brandenburg 2 3 5
Derby 85 68 153
Heidelberg 3 4 7
Infantis 4 5 9
Kinshasa 4 22 26
Livingstone 1 9 10
Mbandaka 2 17 19
Saint-Paul 60 14 74
Senftenberg 7 5 12
Typhimurium 0 4 4
Typhimurium (Copenhagen) 8 10 18
Nio tipavel 8 8 16
Total de isolados: 235 236 471

O método de cultivo ideal para o
isolamento de Salmonella sp. deveria
apresentar alta sensibilidade, além de ser

altamente  especifico.  Entretanto, a
combinagio de sensibilidade e
especificidade = adequada para uma

investigaciio em particular também depende
da prevaléncia da bactéria sob investigagdo.
Estimar a prevaléncia real de uma bactéria
de baixa prevaléncia requer um método de
maior sensibilidade do que no caso de uma
bactéria de alta prevaléncia, onde alta
especificidade € mais desejavel. Assumindo
que o cultivo bacteriano possui 100% de
especificidade, a prevaléncia aparente de
amostras positivas € uma fungiio da
prevaléncia real e da sensibilidade do
método aplicado (Bager e Petersen,1991;

Enoe et al.,2000; Greiner e Gardner,2000;
Funk et al.,2000; Martin, 1984;
Waltman,2000).

Os resultados obtidos neste estudo
demonstram que os métodos de cultivo B e
C foram superiores aos métodos A e D,
sendo altamente eficientes para o
isolamento de Salmonella sp. a partir de
amostras de fezes de suinos, apresentando
uma sensibilidade relativa de 94 e 95%, e
isolamento de 14 e 15 sorovares diferentes
de Salmonella sp., respectivamente. Ambos
os métodos provaram ser adequados para o

isolamento de Salmonella sp. em
investigacdes epidemioldgicas em
populagdes de suinos.

Apesar de se desejar procedimentos
unificados e padronizados, a fim de
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simplificar o trabalho e possibilitar
comparagdes inter-laboratoriais,
provavelmente nenhum método isolado serd
6timo para o isolamento de Salmonella sp.
a partir de diferentes tipos de amostras.
Portanto, estes métodos precisam ser
avaliados para diferentes tipos de amostras.
Entretanto, considerando-se que um método
¢ mais eficiente para o isolamento de
Salmonella sp. a partir de amostras
altamente contaminadas por organismos
competidores, ¢ razodvel assumir que o
mesmo serd também eficiente para amostras
com niveis de competidores mais baixos.
Esta foi a razdio pela qual a utilizagdo de
amostras de fezes pareceu ser uma 6tima
escolna de amostra, pois os) melhor(es)
método(s)  poderd(do) ser  também
aplicado(s) para estudos que utilizem outro
tipo de amostras, tais como; contetido do
trato gastrointestinal e linfonodos.
Atualmente, o laboratério onde foi
realizado este estudo vem utilizando os
métodos de cultivo A e B para o isolamento
de Salmonella sp. a partir de diversos tipos
de amostras de suinos, incluindo fezes. Ja
hd algum tempo notou-se a superioridade
do método B, mas o método A tem sido
recomendado para o isolamento de
Salmonella Choleraesuis (Anderson et
al.,1999). Apesar de aceito pela maioria dos
investigadores, esta ainda ndo foi provada
ser a melhor opgio, além de ser
questionavel, quando o objetivo € de se
isolar Salmonella sp. outras, que ndo sejam
do sorovar Choleraesuis, como é comum
nos estudos relacionados a seguranga
alimentar. A combina¢do de duas passagens
pelo caldo Rappaport-Vassiliadis
(enriquecimento primario e secundario),
como no método C, constitui uma nova
perspectiva a ser explorada, baseando-se no
fato de que este meio tem provado ser
eficiente na inibicio de  bactérias
competidoras (Rhodes et al.,1985), bem
como tem apresentado uma  alta
sensibilidade para o isolamento de
Salmonella sp. em comparagio com outros
meios (Bager e Petersen,1991).
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Obviamente, mais estudos ainda sdo
necessérios sobre a eficiéncia de meios para
o isolamento de Salmonella sp. a partir de
amostras clinicas, mas com base em estudos
anteriores (Rhodes et al.,1985; Bager e
Petersen,1991), bem como nos resultados
obtidos neste estudo, o uso na rotina do
método de cultivo C constitui uma
alternativa atraente.

A maioria dos estudos que isolaram
Salmonella sp. a partir de diferentes tipos
de amostras, incluindo fezes, estavam
concentrados na selegdio para identificagéo
de uma Unica colonia suspeita por amostra.
Neste estudo, ao selecionar até trés coldnias
suspeitas por placa para identificagdo,
observou-se que 67.3% das amostras
apresentavam apenas um sorovar de
Salmonella sp., enquanto o restante das
amostras (32.7%) apresentavam dois ou trés
sorovares simultaneamente. Se apenas uma
Unica colénia suspeita tivesse sido
selecionada para identificagdo, uma
imagem distorcida seria apresentada sobre a
distribuicdo de fregiiéncia de sorovares,
com sérias implicagbes para uma
investigagdo epidemioldgica. Neste caso em
particular, mesclas de amostras foram
analizadas, aumentando a probabilidade de
se encontrar  multiplos sorovares.
Entretanto, outros estudos publicados
apoiam esta importante discussdo. Um
estudo anterior (Kampelmacher et al.,1962)
relatou mais de um sorovar em 70 das 545
(12.8%) amostras de suino positivas. Estes
resultados, entretanto, foram obtidos com o
cultivo de miultiplas amostras de um mesmo
animal. Mais recentemente, O’Carroll et
al.(1999) encontraram mais de um sorovar
de Salmonella sp. em nove dos 37 (24%)
suinos, onde pelo menos dois isolados
foram obtidos. Funk et al.(2000) também
relataram em seu estudo, ter observado que
18.8% dos suinos positivos excretavam
mais de um sorovar nas fezes. Diversas
abordagens para se identificar a presenga de
multiplos sorovares em uma amostra sdo
possiveis de se adotar. Algumas
possibilidades incluem a sorotipagem de




multiplos isolados por amostra, a utilizagdo
de miltiplos caldos de enriquecimento
(bem como, de diferentes tempos e
temperaturas de incubagdo) e meios de
isolamento, o cultivo de multiplas amostras
por animal, ou simplesmente a amostragem
de um maior nimero de animais. De acordo
com Funk et al.(2000), a amostragem de
mais animais, em oposi¢do a sorotipagem
de mais colonias por amostra positiva, é
provavelmente a abordagem mais eficiente,
porque maximiza a diversidade da fonte de
material, enquanto também favorece uma
estimativa mais precisa da prevaléncia.
Entretanto, apesar de légico, esta ainda ndo
foi provada cientificamente como sendo a
melhor opg¢do. Mais estudos sdo necessarios
sobre este importante e critico ponto do
diagnéstico das infecgdes por Salmonella
sp. em suinos, a fim de melhor se entender
a sua epidemiologia e ecologia.
Laboratérios de diagndstico e de pesquisa
precisam avaliar os custos de se aumentar
os esforcos de diagnéstico, seja através de
uma amostragem mais intensiva, ou do uso
de miltiplos meios e métodos, frente aos
ganhos esperados na sensibilidade do
isolamento de Salmonella sp., em relagdo
aos seus objetivos.
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7. CAPITULO 4

Avaliaciio comparativa de ensaios de detec¢io de Salmonella sp. em amostras
fecais de suinos.

7.1. INTRODUCAO

Devido a crescente énfase dada a
seguranga alimentar no mercado suino,
diversos estudos sobre a epidemiologia de
Salmonella sp. em populaces de suinos
tém sido realizados durante os tltimos anos.
Estas  investigagdes requerem meios
precisos para discriminar entre animais
infectados e ndo-infectados, o que é
dependente da detecgdio de evidéncia do
agente em amostras clinicas, usualmente
fezes. Esta detecgio pode ser um problema
importante no caso especifico de
Salmonella sp., pois estudos
epidemiologicos geralmente requerem a
analise um grande nimero de amostras ou
animais, € o0s métodos bacteriolégicos
convencionais para o seu isolamento e
identificacdo consomem tempo e
demandam trabalho.

Atualmente, diversos ensaios de
detecgdo de Salmonella sp., utilizando
diferentes principios de detecgdo, estdo
comercialmente disponiveis. Estes ensaios
foram originalmente desenvolvidos para
serem aplicados na indistria de alimentos.
Entretanto, podem ter aplicagio em
investigagdes de seguranca alimentar na
porgdo anterior ao abate dos animais da
cadeia de produgio de sufnos e seus
produtos. E interessante notar que apenas
poucos  estudos  foram  realizados
explorando esta possibilidade (Cherrington
e Huis in’t Veld,1993a, b; Harvey et
al.,1999; Wegener e Baggesen,1997).

O objetivo deste estudo foi avaliar
comparativamente 4 ensaios de detecgdo de
Salmonella sp. comercialmente disponiveis,
originalmente desenvolvidos para serem
utilizados em amostras de alimentos, para a

detecg@io de Salmonella sp. em amostras de
fezes de suinos.

7.2. MATERIAL E METODOS

7.2.1. Amostras:

As amostras utilizadas neste estudo
consistiram de fezes de suinos (10g/amostra
e n=100 amostras). Com o objetivo de obter
a maior diversidade de sorovares possivel,
as amostras utilizadas consistiram de
mesclas de fezes origindrias de 10 baias de
descanso pré-abate de um frigorifico de alta
capacidade  (aproximadamente  16.000
suinos abatidos/dia), por onde haviam
passado diversos grupos de suinos,
provenientes de  diversos  rebanhos
(amostragem: 10 amostras/baia x 10 baias).

7.2.2. Processamento bacterioldgico:

Todas as amostras de fezes (10g)
foram individualmente analisadas através
de dois métodos de cultivo bacteriologico
para o isolamento de Salmonella sp..
Ambos os métodos incluiram um
enriquecimento primario (Método A: 100ml
de caldo Tetrationato; Método B: 100ml de
caldo Rappaport-Vassiliadis) por 24 horas
{a 37°C e 42°C, respectivamente), seguido
de enriquecimento secundirio em 10ml de
caldo Rappaport-Vassiliadis por 24 horas a
37°C e 42°C, respectivamente para o0s
métodos A e B, e subsegiiente isolamento
em placas contendo dgar Xilose-Lisina-
Tergitol-4 (XLT-4), incubadas a 37°C por
24 horas. Coldnias suspeitas (até 3 colonias
por placa) foram identificadas através de
reagdes bioquimicas como Salmonella sp.
ou ndo-Salmonella sp., utilizando-se o
sistema de identificagio bioquimica BBL-
Crystal  Enteric/Nonfermenter  (Becton,
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Dickinson Microbiology Systems, Sparks,
Estados Unidos).

Todos os meios de cultivo
bacteriolégico utilizados neste estudo foram
adquiridos de Becton, Dickinson
Microbiology Systems, Sparks, Estados
Unidos.

7.2.3. Ensaios de detecgdo avaliados:

Os ensaios de detecgdo avaliados
neste estudo incluiram dois ensaios
imunoenzimaticos de captura de antigeno
(ELISA 1: TECRA Salmonella Visual
Immunoassay, TECRA International Pty
Ltd., Willoughby, Australia; e ELISA 2:
Assurance Gold Salmonella EIA,
BioControl Systems Inc., Bellevue, Estados
Unidos), um ensaio de hibridizagio de
DNA (Gene-Trak, Gene-Trak Systems,
Hopkinton, Estados Unidos), e um ensaio
imunocromatografico (Path-Stik, Biomedix,
Diamond Bar, Estados Unidos). Todos os
ensaios de detecglio avaliados s#o
considerados oficiais pela AOAC, para a
sua utilizagdo em amostras de alimentos. Os
ensaios imunoenziméticos e
imunocromatografico utilizam anticorpos
policlonais contra antigenos sométicos e
flagelares de Salmonella sp., sendo que
ambos ensaios imunoenzimaticos
apresentavam-se no formato sanduiche. O
ensaio de hibridizagdo de DNA consiste de
um ensaio colorimétrico, apresentando-se
também no formato sanduiche, tendo como
“alvo” o RNA ribossomal (rRNA) de
Salmonella sp.. Para a execugdio dos ensaios
de detecgio avaliados, seguiu-se os
protocolos recomendados pelos respectivos
fabricantes, que acompanhavam o0s ensaios,
por ocasido de sua aquisigo.

Os ensaios imunoenziméticos e o
ensaio de hibridizagio de DNA foram
aplicados apés o0 enriquecimento
secunddrio, diretamente sobre aliquotas
extraidas do caldo Rappaport-Vassiliadis. O
ensaio imunocromatografico foi aplicado
sobre aliquotas extraidas ap6s seis horas de
pos-enriquecimento em 4gua peptonada
1%.
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Os valores utilizados como ponto-
de-corte aplicados para os ensaios
imunoenzimaticos foram: 0.3 para o ELISA
1 (405nm) e a média de dois controles
positivos multiplicada por 0.25 para o
ELISA 2 (450nm), conforme recomendado
pelos respectivos fabricantes. Também
seguindo a recomendagdo do fabricante,
utilizou-se o ponto-de-corte de 0.1 para o
ensaio de hibridiza¢dio de DNA (450nm).

7.2.4. Delineamento experimental:

O  delineamento  experimental
aplicado foi o de amostras pareadas
individualmente, e como padrio-ouro
definiu-se a combinagdo de resultados dos
dois métodos de cultivo aplicados, onde
amostras identificadas como positivas em
qualquer dos métodos, ou em ambos, foram
consideradas positivas. A andlise dos dados
incluiu andlises de distribuigdes de
freqiiéncia (qui-quadrado) e o cilculo da
sensibilidade relativa e do valor preditivo
(positivo e negativo) para cada um dos
ensaios de detec¢do avaliados, bem como a
concordancia entre os ensaios (Estatistica
Kappa), ¢ a comparagdo de proporgdes
(teste de McNemar). O nivel de
significAncia estatistica aplicado foi de
p<0.05. A sensibilidade relativa e o valor
preditivo de cada ensaio de detecglo
avaliado foram determinados de acordo
com Gordis (1996).

7.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das amostras de fezes utilizadas
neste estudo (n=100), 78 foram positivas
para o isolamento de Salmonella sp. pelo
método A e 75 foram positivas pelo método
B. A combina¢iio dos resultados de ambos
os métodos de cultivo utilizados resultou
em 87 amostras positivas para Salmonella
sp.. Este resultado combinado foi utilizado
como padrio-ouro para a avaliagio
comparativa dos ensaios de detecgdo.

A sensibilidade relativa e a
concordancia com o padrio-ouro para cada




um dos ensaios de detecgdo avaliados estdo
apresentados na tabela 4.1.

Tabela 4.1. Sensibilidade relativa e concordancia com o padrdo-ouro de quatro ensaios de detecgdo de

Salmonella sp., utilizando-se amostras fecais de suinos.

Concordancia ¢/
Ensaios de detecgiio Sensibilidade relativa' padrio-ouro’
ELISA 1 87.36%(a) 0.64
ELISA 2 98.85%(b) 0.96
Hibridizagdo de DNA 97.70%(b) 0.92
Imunocromatografico 80.46%(a) 0.48

iC::)mparag;éo de proporgBes: letras diferentes definem diferenca estatistica (p<0.05).
*Padriio-ouro = combinagio de resultados obtidos através da utilizagio de dois métodos de cultivo
bacteriologico. Concordéncia determinada através da estatistica Kappa.

Os resultados falso-negativos para
cada ensaio avaliado foram: 11% para o
ELISA 1; 1% para o ELISA 2; 2% para o
ensaio de hibridizagdo de DNA, e 18% para
0 ensaio imunocromatografico.

Todos os ensaios de detecgdo, com
excegdo do imunocromatografico, nfo
detectaram amostras falso-positivas. O
ensaio imuncromatogréfico detectou 1% de
amostras falso-positivas. O baixo nimero
de falso-positivos detectado por todos os
ensaios avaliados indica a sua elevada
especificidade, apesar do nGmero de
amostras negativas (13/100) ter sido
pequeno para possibilitar conclusGes
definitivas com relagdo a este pardmetro de
desempenho.

O valor preditivo positivo para os
ensaios ELISA 1, ELISA 2 e de
hibridizagio de DNA foi de 100%,
enquanto o valor preditivo negativo destes
ensaios foi de 54.17%, 92.86% e 86.67%,
respectivamente. Os valores preditivos
positivo e negativo para o ensaio
imunocromatografico foram de 98.59% e
41.38%, respectivamente.

Os resultados obtidos neste estudo,
bem como em outros ja publicados
(Cherrington e Huis in’t Veld,1993a e b;
Harvey et al,1999; Wagener e
Baggesen,1997), demonstram que existem
ensaios de detecgdio de Salmonella sp.
disponiveis para a indistria de alimentos
com potencial para aplicagio em amostras
clinicas de suinos. Estes ensaios poderiam

ser Gteis em investigagdes epidemioldgicas
utilizando amostras clinicas, possibilitando
o processamento de grande numero de
amostras, geralmente exigido em estudos
epidemiolégicos  de  infecgdes  por
Salmonella sp. em populagdes de suinos.

O ELISA 2 e o ensaio de
hibridizagio de DNA apresentaram os
melhores  desempenhos na  avaliagdo
comparativa realizada neste estudo, com
98.85% e 97.7% de sensibilidade relativa, e
96% e 92% de concordéncia com o padrio-
ouro, respectivamente. Ambos ensaios
provaram ser altamente sensiveis e
especificos (auséncia de resultados falso-
positivos) para a detecgdo de Salmonella sp.
em amostras de fezes de suinos, ap6s o seu
enriquecimento  secundario em  caldo
Rappaport-Vassiliadis. Entretanto, o
pequeno numero de amostras negativas
encontrado neste estudo (13/100) tornam a
avaliagdo da especificidade inadequada.

O ELISA 2 apresentou-se como um
teste mais facil e rdpido de ser executado,
em comparagdo ao ensaio de hibridizagdio
de DNA, mas ambos resultaram em
economia de tempo, quando comparados
aos meétodos de cultivo aplicados. Em
ambos o0s casos, resultados confidveis
foram obtidos apés 48 horas da inoculaggo
das amostras nos caldos de enriquecimento
primario.

Torna-se necessario ressaltar, que a
economia de tempo com relagio aos
métodos de cultivo convencionais ¢é
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possivel. Entretanto, de acordo com
Blackburn  (1993), os enriquecimentos
primirio e  secunddrio (ou  pré-
enriquecimento e  enriquecimento, em
alguns casos) sdo ainda necesséarios para se
obter o nimero minimo necessario de
Salmonella sp. para que os ensaios sejam
capazes de detecta-las.

Neste estudo, amostras de fezes
foram utilizadas, entretanto, o efeito que o
tipo de amostra clinica e o meio de
enriquecimento  podem ter sobre o
desempenho dos ensaios de detecgio é uma
importante varidvel a ser considerada. Além
disso, o custo dos ensaios deve ser
considerado, i.e., o prego dos ensaios e o
custo do trabalho por amostra testada. O
custo dos ensaios de detecgdo rdpida
comercialmente disponiveis € dependente
do distribuidor e do volume de compra. No
caso especifico deste estudo, o custo por
amostra testada (principalmente no caso do
ELISA 2) foi menor do que ambos os
métodos de cultivo para o isolamento e
identificacdo de Salmonella sp. utilizados.
O custo por amostra para o ELISA 2 foi de
5 dodlares, enquanto para os métodos de
cultivo aplicados este custo variou entre 8 e
10 dolares.

InfecgBes subclinicas por
Salmonella sp. em suinos estd@o associadas a
problemas de  saide piblica, e
consegiientemente sdio importantes para o
mercado nacional e internacional de
produtos suinos. Devido a essa importéncia,
diversos paises iniciaram a implementagfo
de programas nacionais de vigilancia,
visando controlar a ocorréncia de
Salmonelia sp. em suinos e seus produtos.
A identificacdo de animais infectados na
cadeia de produgfo anterior ao abate € um
passo critico na redugfio desta ocorréncia, e
usualmente inclui a andlise de amostras de
fezes dos animais ainda vivos. A aplicacéo
de ensaios de detecgio rdpida, como o
ELISA 2 e o ensaio de hibridizagdo de
DNA avaliados neste estudo, possibilitaria
o processamento de um grande nimero de
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amostras, obtendo resultados confidveis
com economia de tempo e dinheiro.

O isolamento de Salmonella sp.
sempre sera necessario para a identificacgio
de sorovares e a andlise do perfil de
resisténcia/sensibilidade a agentes
antimicrobianos. Entretanto, deve-se levar
em conta que uma ampla variedade de
abordagens alternativas tem  sido
desenvolvida e aplicada para a detecgio de
Salmonella sp. em amostras de alimentos,
tomando diversos ensaios correntemente
disponiveis. Estes ensaios de detecgiio
rdapida podem ter diversas aplicagbes em
investigagdes epidemiolégicas, tais como:
1) triagem de amostras para subsequente
isolamento e/ou ajustes de amostragem; 2)
monitoria de rebanhos através da medida
direta do estado de infecgdo; e 3) avaliagdo
de medidas de intervengdo visando a
redugdo do numero de animais infectados.
Para investigagdes de rotina de grandes
nimeros de amostras, usualmente com uma
baixa proporgio de positivos (o que € a
situagfio mais freqiiente de Salmonella sp.
em rebanhos suinos), métodos rapidos de
triagem sfo de grande valia.

Entretanto, € interessante notar que
apenas poucos estudos foram conduzidos
para a avaliagio destes ensaios para a
detecgdo de Salmonella sp. em amostras
clinicas de suinos (Cherrington e Huis in’t
Veld, 19934, b; Harvey et al.,1999; Wagener
e Baggesen,1997), e todos incluindo
ensaios imunoenzimaticos. Nenhum destes
estudos incluiu os ensaios de detecgdo
avaliados neste experimento. Deve-se
destacar esta como uma importante e
promissora area no diagnoéstico de infecgdes
por Salmonella sp. em suinos.

A partir dos resultados obtidos
neste estudo, conclui-se que o ELISA 2 eo
ensaio de hibridizacio de DNA sfo
equivalentes e apresentaram desempenho
superior aos demais ensaios avaliados, para
a detec¢dio de Salmonella sp. em amostras
de fezes de suinos. Além disso, pode-se
concluir que o uso destes dois ensaios de
detecgéio de Salmonella sp. em amostras de




fezes de suinos constitui uma alternativa
confiavel e util, além de ser menos
trabalhoso e caro do que os métodos de
cultivo bacteriolégico utilizados neste
estudo.
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8. DISCUSSAO GERAL

A seguranca alimentar é um ponto
de definigdo no mercado global de produtos
suinos, sendo que Salmonella sp. esta
rapidamente se tomando uma preocupagdo
crescente para a industria suinicola mundial
(Davies,1997). Em diversos paises, os
patogenos de origem alimentar estdo sendo
considerados como uma nova medida de
qualidade para os produtos alimentares. A
Unido Européia, por exemplo, atualmente
exige que todos os paises membros iniciem
programas de  monitoramento  para
Salmonella sp. em suinos
(Kaesbohrer,1999). Nos Estados Unidos, o
investimento em pesquisas e levantamentos
epidemiologicos € intenso, sendo que em
breve, um programa de monitoramento
devera ser implementado (Davies,1997).

Para que a industria suinicola seja
capaz de responder a este novo desafio, um
s6lido conhecimento sobre a epidemiologia
dos patdgenos alimentares em geral, e
Salmonella sp. em particular, é essencial.
Com este objetivo, diversas pesquisas tém
sido realizadas em diversos paises durante
os Gltimos anos, e informagdes preliminares
estdo surgindo, ressaltando a complexidade
da epidemiologia das infecgdes por
Salmonella sp., além da necessidade de
uma melhor compreensdo de como estes
microrganismos sdo introduzidos,
disseminados e mantidos nas populagdes
suinas.

Historicamente, aceitou-se que a
transmissdo de Salmonella sp. entre suinos
ocorreria através da via fecal-oral
Entretanto, experimentos utilizando aves e
camundongos demonstraram que infecgGes
por Salmonella sp. podem ser regularmente
obtidas via aerosséis (Clemmer et al.,1960;
Darlow et al.,1960), sugerindo que esta via
pode também representar um papel
importante na transmissio e disseminagdo
de Salmonella sp. em outros hospedeiros.
Estudos mais recentes também indicam que
o trato respiratério pode ser importante na
transmissdo e que tonsilas e pulmdes
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podem constituir focos importantes para
invasdo e disseminaciio de Salmonella sp.
em suinos (Fedorka-Cray et al.,1995; Gray
et al.,1996; Fedorka-Cray et al.,2000).
Enquanto infecges por um grande
nimero de Salmonella sp. podem ser
necessarias para iniciar doenga clinica,
Fedorka-Cray et al.(1994) demonstraram
que suinos infectados com 10* unidades
formadoras de colonias (UFCs) de
Salmonella Typhimurium desenvolvem um
estado de portador de curta duragio, € Gray
et al.(1995) demonstraram que uma dose de
10°* UFCs resultou em infecgio persistente
por pelo menos 12 semanas, apds a
resolug@io dos sinais clinicos iniciais. Além
destes, outros estudos também
demonstraram que suinos  excretam
Salmonella Typhimurium por véarios meses,
ap6s uma infecgdio induzida
experimentalmente, com doses de 10° a -
10" UFCs (Nielsen et al.,1995; Wilcock e
Olander,1978; Wood et al,1989). E
importante observar que todos estes estudos
foram realizados utilizando infec¢Bes
artificiais  (inoculagbes) dos animais
estudados com amostras das bactérias
cultivadas in vitro. Além disso, estes
estudos utilizaram suinos jovens (leitdes de
4 a 8 semanas de idade). Entretanto, o
primeiro experimento componente deste
trabalho, onde suinos maiores ¢ mais velhos
foram utilizados, demonstra que infecgbes
naturais com organismos excretados por
outros animais (bactérias cultivadas in vivo)
e em doses menores (10° UFCs) sdo
possiveis. E importante ressaltar que, de
acordo com Smith (1998), a viruléncia
bacteriana somente € completamente
manifestada in vivo, onde as condigdes
ambientais diferem das encontradas nos
cultivos laboratoriais (in  vitro). A
observag@io de infecgBes rdpidas em suinos
expostos a baixos niveis de contaminagdo
por Salmonella sp. confirma estas
caracteristicas, diferenciando o modelo de
infecgBo  experimental adotado neste
experimento dos demais utilizados em
outros estudos (Blaha et al.,1997; Fedorka-




Cray et al.,1995; Gray et al.,1996; Wood et
al.,1989).

Diversos estudos tém demonstrado
que um namero substancial de suinos sfo
portadores de Salmonella sp. ao chegarem
aos frigorificos e que o trato intestinal e os
seus linfonodos associados estdo
fregiientemente  infectados, constituindo
uma fonte a partir da qual Salmonelia sp.
pode ser disseminada no frigorifico,
contaminando carcagas e outros produtos
alimentares (Kampelmacher et al.,1962;
Riley,1970; Harvey et al.,1977; Craven e
Hurst,1982; Morgan et al.,1987). De acordo
com Morgan et al.(1987) a fonte de
contaminagdo das carcagas  consiste
primariamente nas infecgdes intestinais por
Salmonella sp., sendo que o grau de
contaminagdo € determinado pelo nimero
de bactérias entrando no frigorifico no
intestino dos animais abatidos. Estes
estudos concluiram que os niveis de
Salmonella sp. nas carcagas eram
amplamente determinados pelos niveis de
Salmonella sp. nos suinos entregues aos
frigorificos.

Apesar da maioria da contaminagio
por Salmonella sp. das carcagas suinas e
seus produtos ocorrer dentro  dos
frigorificos, durante as linhas de abate e
processamento, os suinos infectados que
entram no local constituem a fonte original
das contaminagdes. De acordo com Berends
et al.(1997), animais vivos portadores de
Salmonella sp. apresentam uma
probabilidade trés a quatro vezes maior de
resultarem em carcagas contaminadas pela
bactéria do que os animais livres da mesma.

Fatores como a duragio e as
condigdes de transporte, bem como a
restricio  alimentar, a contaminagdo
ambiental e a mistura de animais de
diferentes origens podem afetar os niveis de
infecgdo por Salmonella sp. em grupos de
suinos destinados ao abate (Williams e
Newell,1968). Em geral, assume-se que a
excregdo de Salmonella sp. por portadores
inaparentes pode ser exacerbada por uma
longa lista de fatores estressantes, incluindo

a manipulagio e mistura de animais,
transporte, doengas concorrentes e restrigdo
alimentar. De acordo com Khansari et
al.(1990), o estresse representa a reagfio do
organismo a um estimulo que causa um
distirbio ao seu equilibrio fisiologico
normal (homeostase), o qual apresenta
impacto significativo sobre o sistema
imune. Durante a sua manipulagdo,
transporte € mistura, os suinos s3o expostos
a varios agentes estressantes antes do abate,
incluindko  ruidos, odores, vibragdes,
alteracdes de temperatura, quebra dos
grupos sociais e restrigdo alimentar
(Warriss et al.,,1992). O estado do seu
sistema imune dependerd do resultado
destas  alteragbes. = Consegiientemente,
muitos acreditam que o numero de suinos
excretando Salmonella sp. aumentard apds
todos esses agentes estressantes, bem como
a sua susceptibilidade a novas infecgdes. E
importante considerar que o estresse afeta
ao sistema imune (Khansari et al.,1990), e
consequentemente o estado imunitdrio dos
animais  sujeitos  aos  estressantes.
Entretanto, também deve-se ressaltar que
até o momento, ndo hd dados conclusivos
demonstrando a associagdo direta entre
estresse, ou estado imunitéirio, e aumento na
excregdo ou susceptibilidade a infecgdes
por Salmonella sp. em suinos.

Williams e Newell (1970)
demonstraram, em um pequeno grupo de
suinos, que o transporte resultou em
aumento na freqiiéncia de excreglo de
Salmonella sp.. Entretanto, Isaacson et
al.(1999a,b) obtiveram resultados
conflitantes em estudos para determinar o
efeito do transporte e da restri¢do alimentar

sobre a excre¢do de  Salmonella
Typhimurium, - em suinos
experimentalmente infectados. Os

resultados destes experimentos indicam que
hd uma interagdo entre transporte e
restricdo alimentar, que pode levar ao
aumento da excregdo de Salmonella sp.,
concluindo-se que seria melhor aplicar a
restrigio alimentar antes do transporte dos
animais para o abate, o que ja ¢
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rotineiramente  realizado. Morrow et
al.(1999) conduziram um estudo para
investigar o efeito da restrigdo alimentar
sobre a prevaléncia de Salmonella sp. em
amostras de conteido cecal ao abate. Os
resultados deste estudo indicam que a
restricdio  alimentar n3o aumentou a
prevaléncia de Salmonella sp. nos grupos
estudados, submetidos ou ndo a uma
restrigdo alimentar de 12 ou 24 horas pré-
abate. Segundo Craven e Hurst (1982) e
Morgan et al.(1987), o periodo de tempo no
descanso pré-abate pode afetar os niveis de
infecgdo por Salmonella sp. em grupos de
suinos, sendo que a prevaléncia de infecgdo
em um grupo aumenta com o aumento do
periodo de tempo que os animais
permanecem nas baias de descanso pré-
abate, com  um incremento de
aproximadamente 50% para cada 24 horas
de descanso pré-abate.

Durante o descanso pré-abate, o
contato com outros animais e a exposi¢io
ambiental podem também ser importantes
determinantes da prevaléncia de Salmonella
sp. em suinos ao abate. A elevada
densidade populacional que normalmente
ocorre nas baias de descanso pré-abate dos
frigorificos pode favorecer a ocorréncia de
infecgdes cruzadas (Morgan et al.,1987;
Morrow et al.,1999). Um estudo sobre o
efeito do tempo (duragdo) de descanso pré-
abate sobre a presenga de Salmonella sp. no
ceco e sobre a pele de 450 suinos de abate,
originarios de um mesmo rebanho, foi
realizado por Morgan et al.(1987). Os
suinos foram amostrados em  dois
frigorificos, ap6s 18, 42 e 66 horas de
descanso pré-abate. A taxa de isolamento
de Salmonella sp. a partir de amostras de
conteido cecal e da superficie das carcagas
aumentou  significativamente com o
aumento do periodo de descanso pré-abate,

isolando-se a bactéria do ceco de 18.5% dos -

animais submetidos ao descanso por menos
de 24 horas, 24.1% dos animais submetidos
ao descanso por mais 24 horas, e 47.7% dos
animais submetidos ao descanso por 66
horas. A taxa de isolamento de Salmonella
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sp. das carcagas foi de 9.3%, 12.8% e
27.3%, respectivamente. Este estudo foi
conduzido em dois frigorificos, onde um
destes apresentou maior frequéncia de
isolamento de Salmonella sp., em relagio
ao outro, de modo semelhante a observagéo
realizada no  segundo  experimento
componente deste trabalho (Capitulo 2). O
nimero de suinos submetido ao descanso
por 24 horas, que apresentou Salmonella sp.
no conteddo cecal foi significativamente
diferente entre os frigorificos (26.7% e
10.5%, respectivamente). Foi sugerido que
esta diferenga estaria provavelmente
relacionada ao manejo da drea de descanso
pré-abate. Observagdes realizadas neste
estudo sugerem que o tamanho das baias de
descanso pré-abate e a higiene influenciam
o aumento da prevaléncia de Salmonella sp.
em suinos, durante o periodo de descanso.
Esta sugestdo condiz com as observagtes
realizadas nos frigorificos estudados, no
segundo experimento componente deste
trabalho, onde também ficou evidenciada
uma diferenca nas condigdes higiénicas dos
frigorificos estudados.

Obviamente, € possivel que suinos
apresentem-se infectados por Salmonella
sp. enquanto ainda estdio nos rebanhos de
origem, mas ndo eliminem o organismo nas
fezes. O estresse dos eventos prévios ao
abate pode entfio induzir estes animais a
iniciarem a sua excregio. Entretanto, ¢
também provavel que os animais se tornem
infectados durante o seu transporte e
descanso pré-abate.

Em um estudo realizado por
Proescholdt et al.(1999), uma diferenca
significativa foi observada entre a
prevaléncia de Salmonella sp. em suinos
amostrados nos rebanhos de origem (3 a
6%) e os mesmos animais amostrados ao
abate (38 a 39%). Hurd et al.(2001) também
observaram uma grande diferenca (3.4%
versus 71%) na proporgdo de suinos
positivos, respectivamente, no rebanho de
origem e ao abate, nos mesmos animais. O
interessante em ambos estudos, € que
apenas um nimero restrito de sorovares foi




encontrado nas amostras coletadas quando
os animais ainda estavam nos rebanhos de
origem, mas uma variedade de sorovares foi
encontrada nos mesmos animais, quando
amostrados ao abate. Outra observagio
importante realizada no estudo relatado por
Hurd et al.(2001), consiste no fato de que
nio houve diferenca na freqliéncia de
isolamento de Salmonella sp. entre grupos
de suinos submetidos a um descanso pré-
abate de 18 horas em baias limpas e
desinfetadas. A auséncia de efeito do
descanso pré-abate (em baias limpas e
desinfetadas) e a variedade de sorovares
normalmente observada ao abate, em
comparagdo aos obtidos a partir das
amostras coletadas no rebanho, fortemente
sugerem que uma fonte externa de infecgio
¢ freqiientemente responsével pelo aumento
da freqiiéncia de isolamento de Salmonella
sp. em suinos ao abate. Neste sentido, o
efeito do estresse sobre o sistema imune dos
animais poderia favorecer a ocorréncia
destas infecgdes, por tornar os animais mais
susceptiveis.

Atualmente, a  maioria dos
frigorificos evita o descanso pré-abate por
mais de seis a oito horas. Entretanto, um
minimo de duas horas € observado,
considerando-se que este seja o periodo
minimo necessdrio para que os animais se
recuperem do estresse associado ao seu
transporte desde o rebanho de origem até o
frigorifico (Warriss et al.,1992).

Os experimentos 1 e 2
componentes deste trabalho comprovam,
respectivamente, que € possivel para suinos
serem infectados por Salmonella sp. quando
expostos a um ambiente contaminado por
um curto periodo de tempo (inferior a duas
horas), e que este tipo de infecgio (rdpida)
ocorre freqilentemente quando os animais
sdo alojados nas baias de descanso pré-
abate, aumentando o risco de contaminagéo
da linha de abate nos frigorificos.

Investigagdes epidemiologicas
dependem da disponibilidade de meios
precisos de discriminagio entre animais
infectados e ndo-infectados. Entretanto,

estas investigaghes sdo dificultadas por
inimeros fatores, incluindo a sensibilidade
varidvel dos métodos microbiologicos
correntemente  disponiveis (Bager e
Petersen,1991). Apesar dos avangos
experimentados quanto aos métodos de
diagndstico, o cultivo bacteriologico
convencional continua sendo fundamental
nos estudos sobre a epidemiologia das
infecgdes por Salmonella sp. em suinos
(Waltman,2000). Um namero elevado de
métodos de cultivo para o isolamento de
Salmonella sp. ja foi descrito na literatura.
Entretanto, € interessante notar, que apesar
da diversidade de métodos publicados, um
protocolo de isolamento relativamente
padronizado  foi  estabelecido, sendo
utilizado pela maioria dos laboratérios.
Apesar disto, resultados confusos e
conflitantes sdo freqilentemente
encontrados na literatura, principalmente
gerados pela multiplicidade de meios e
métodos disponiveis para o isolamento de
Salmonella sp., provavelmente mais do que
para qualquer outra bactéria. Diversos
artigos de revisdio foram publicados,
discutindo o isolamento de Salmonella sp.,
demonstrando a diversidade de meios e
métodos utilizados para o seu isolamento a
partir de diferentes tipos de amostras
(Fricker,1987; Nielsen e Baggesen,1997;
Waltman,2000). '

Apesar de procedimentos
unificados e padronizados serem desejdveis
a fim de simplificar o trabalho e possibilitar
comparagdes de resultados obtidos em
diferentes  laboratorios, provavelmente
nenhum método serd Otimo para ©
isolamento de Salmonella sp. a partir de
todos os tipos de amostras existentes
(Waltman,2000). Entretanto, considerando
que um meétodo é mais eficiente para o
isolamento de Salmonella sp. a partir de
amostras  altamente contaminadas por
organismos competidores, € razodvel
assumir que este também serd eficiente para
amostras com  baixos niveis de
contaminagdo por competidores
(Fricker,1987). Assim sendo, amostras

47




fecais sdo adequedas, ao nosso entender,
para a avaliagio de métodos de cultivo para
o isolamento de Salmonella sp., visto
apresentarem  uma  complexa  flora
microbiana competidora. Em fungfo disto,
esta foi a amostra clinica escolhida para ser
utilizada na avaliagdio comparativa de
quatro meétodos de cultivo bacteriologico,
visando o isolamento de Salmonella sp.,
realizada no experimento 3 deste trabalho.

Davies et al.(2000) avaliaram dois
métodos de cultivo bacterioldgico, visando
o isolamento de Salmonella sp. de amostras
fecais de suinos. Os métodos avaliados
consistiam dos mais freqiientemente
utilizados nas investigagdes
epidemiolégicas  de  infecgdes  por
Salmonella sp. em suinos, nos Estados
Unidos. Esta avaliagdo comparativa revelou
o desempenho semelhante dos métodos
avaliados, sendo que um destes era
composto pelos métodos A e B (em
conjunto), incluidos na avaliagfo realizada
no experimento 3 componente deste
trabalho (Capitulo 3). A inovagio deste
experimento consistiu na proposi¢do da
utilizagdo individualizada do método B
(eliminando-se o método A da rotina), e a
apresentago de uma nova proposta de
método a ser utilizada. Este método
consiste na utilizagdo de duas passagens
(enriquecimentos primdrio e secundario)
em caldo Rappaport-Vassiliadis, antes do
isolamento em &4gar XLT-4. Este método
revelou-se como o de melhor desempenho,
sendo entdo recomendado para estudos
epidemiolégicos de  infecgdes  por
Salmonella sp. em suinos, por apresentar
boa sensibilidade. Apesar deste resultado,
ficou evidenciado que ainda hi a
necessidade de aprimoramento dos métodos
de isolamento de Salmonella sp. a partir de
espécimes clinicos.

Curiosamente, apesar da
sensibilidade dos métodos de cultivo
bacteriolégico apresentarem um impacto
direto sobre os resultados de estudos
epidemiolégicos, esta discussdo
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freqlientemente nfio € destacada na
literatura publicada.

O isolamento e a identificacio de
Salmonella sp. constitui um processo
trabalhoso, demorado e relativamente caro.
Consegiientemente, métodos rapidos de
detecgdo foram desenvolvidos, utilizando
diversos principios para a identificagdo de
Salmonella sp. nas amostras utilizadas.
Entretanto, estes métodos rapidos, ou
ensaios de detecgdo, foram desenvolvidos
objetivando a sua aplicagdo na industria de
alimentos. Apesar disto, estes ensaios
poderiam ser muito uteis, encontrando
variadas aplicagbes em investigagdes
epidemioldgicas de  infecgdes por
Salmonella sp. em suinos. Curiosamente,
poucos foram os estudos realizados,
visando esta aplicagio (Cherrington e Huis
in’t Veld,1993a,b; Harvey et al.,1999;
Wegener e DBaggesen,1997), e todos
utilizando  ensaios imunoenzimaticos,
contrastando com a diversidade de ensaios
disponiveis no mercado. Resultados
satisfatorios foram relatados em todos estes
estudos, que em conjunto com os resultados
obtidos no experimento 4 deste trabalho
(Capitulo 4), demonstram claramente a
existéncia de ensaios de deteccio de
Salmonella sp. disponiveis comercialmente,
com desempenho adequado e boa
aplicabilidade, quanto a sua utilizagéo sobre
amostras clinicas, visando investigagdes
epidemiolbgicas.

E interessante observar  que
contrastando com a indiscutivel relevancia
do tema, sd3o escassas as informagdes
disponiveis que detalharam a ocorréncia de
sorovares de Salmonella sp. em suinos, em
diferentes  situagdes  clinicas e
epidemiolégicas, em especial no Brasil. O
conhecimento obtido até o momento sobre
o assunto estd sedimentado em estudos
realizados em outras regides do mundo, que
apresentam sistemas de produgdio e
varidveis epidemiologicas diferentes as
nossas, colocando-nos em uma condigio de
total dependéncia de informagdes, que
provavelmente nio condizem com a nossa




realidade. Dentre os poucos estudos
realizados no Brasil, podemos citar os
realizados por Costa et al.(1972), Giorgi
(1982), Langenegger et al.(1983) e Léazaro
et al.(1997), os quais foram realizados em
suinos abatidos, em dreas restritas e com
amostragens  deficientes.  Apesar da
indiscutivel relevincia das informagdes
obtidas, ndo ha informages quanto a
ocorréncia de animais portadores em
rebanhos de produgio comercial e nem
mesmo sobre a epidemiologia da infecgio
por bactérias do género Salmonella, sob as
condigdes nacionais de produgdo comercial
de suinos. Neste sentido, € importante
ressaltar que segundo diversos
pesquisadores, e apés analisar a literatura
pertinente,  nota-se  claramente  que
infecgdes por Salmonella sp. ocorrem em
todo o mundo. Entretanto, o perfil de
distribui¢dio, e  consegiientemente a
epidemiologia das mesmas, normalmente
difere de regido para regido, para os
diferentes sorovares de Salmonella sp.. No
Brasil, este ainda é um campo vasto a ser
explorado. Pesquisas pontuais comegaram a
ser realizadas recentemente sobre o assunto,
demonstrando uma tendéncia de maior
atengdo ao tema. Entretanto, estes estudos
sio ainda preliminares, tendo sido
realizados nos estados do Rio Grande do
Sul (Bessa et al,2001; Castagna e
Cardoso,2001; Kich et al.,2001) e Sédo
Paulo (Oliveira et al.2001). Em Minas
Gerais, um estado com tradigdo e impacto
na produgdo suinicola nacional, hd também
uma necessidade premente para se iniciar o
estudo do problema, uma vez que ainda ndo
dispomos de informagdes locais.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

Os dois primeiros  estudos
componentes deste trabalho (Capitulos 1 e
2) visaram determinar a possibilidade da
ocorréncia de um fendmeno, sob condigdes
controladas inerentes  aos  ensaios
cientificos, bem como a comprovagio da
sua ocorréncia sob condigdes naturais, onde
as variaveis biologicas ndo estdo sob
controle do investigador. A repetigio dos
experimentos observada em ambos os
estudos objetivou aumentar a probabilidade
de observagio do fendémeno (infecgdes
rapidas por Salmonella sp. em suinos de
abate), bem como  minimizar a
possibilidade de falhas durante os
procedimentos experimentais, que
poderiam comprometer os resultados finais.
Os  resultados obtidos em ambos
experimentos  apresentam  implicagdes
significativas para o controle de infec¢Ges
por  Salmonella sp. em  suinos,
complementando  estudos  anteriormente
publicados sobre a epidemiologia e
patogenia das infecgBes por Salmonella sp.
em suinos, identificando uma importante
fonte de infecgbes e um ponto critico de
contaminagdes na cadeia de produgdo de
camme suina, bem como, possibilitando
novos avangos na compreensio das
infecgdes que ocorrem nos rebanhos de
produgdo comercial de suinos.

Entretanto, ao iniciarmos este
trabalho, evidenciamos a necessidade e a
dificuldade de se trabalhar com grandes
amostragens, sejam estas decorrentes do
nimero de animais amostrados, bem como
do numero de amostras coletadas por
animal, a fim de possibilitar a obten¢fo de
dados mais precisos, e consegiientemente
confidveis, que representassem
adequadamente as populagdes estudadas,
geralmente de grande porte. Isto gera um
desafio direto, que consiste no custo, seja
este financeiro ou de carga de trabalho, a
fim processar todas estas amostras no
laboratério, 0 que obviamente aumenta a
probabilidade de falhas no decorrer do
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processo. Assim, este trabalho sofreu um
redirecionamento, que pode ser observado
nos dois ultimos estudos, passando-se a
buscar avangos no campo do diagnéstico de
infecgdes por Salmonella sp. em suinos,
que possibilitassem uma redugio de
trabalho e custo, bem como
incrementassem a sua precisio e
conseqiiente confiabilidade. O primeiro
destes experimentos (apresentado no
Capitulo 3), visou buscar uma melhoria no
isolamento de Salmonella sp., visto que
grande parte dos estudos epidemioldgicos
sobre as infecgdes por estas bactérias exige
a obtengio de isolados, seja para a
caracterizagdo do perfil de excregdio de
sorovares, ou para a caracteriza¢do do seu
perfil de sensibilidade/resisténcia a agentes
antimicrobianos. Entretanto, outros
experimentos  nio  apresentam  esta
necessidade de isolamento da bactéria,
bastando apenas a identifica¢io qualitativa
das amostras estudadas (positivas ou
negativas). Além disso, mesmo nos casos
onde o objetivo € isolar as bactérias, a
utilizagdo de ensaios rdpidos de detecgdo
possibilitaria um ajuste da amostragem a
ser coletada e analizada, bem como a
economia no descarte de amostras negativas
e a concentragdo de maiores esforcos na
andlise de amostras positivas. Assim, no
ultimo  experimento  deste  trabalho
(Capitulo 4), buscou-se avaliar alguns
ensaios de detecgio de Salmonella sp.
comercialmente disponiveis, visando a sua
utilizago, conforme descrito.

Avangos vém ocorrendo durante os
ultimos anos na compreensdo da
epidemiologia das infecgBes por Salmonella
sp. em suinos, entretanto, grandes desafios
e lacunas a serem preenchidas persistem. A
obten¢do de conhecimentos solidos sobre
este tema depende de metodologias
eficientes e precisas, as quais ainda ndo
estdo sendo utilizadas de modo rotineiro,
nem padronizado. Novos estudos s@io ainda
necessarios sobre a melhoria das técnicas e
dos métodos de diagnostico, com destaque
para a adequagio das técnicas de




amostragem e para a melhoria dos métodos
de cultivo bacterioldgico e da padronizagéo
de ensaios de detecgiio de Salmonella sp.
em espécimes clinicos.

No Brasil, estudos sfo necessarios
a fim de conhecer a nossa real situagdo
quanto ao problema da contaminagdio por
Salmonella sp. em suinos, devido ao grande
potencial de produgdo e exportagio da
indtstria suinicola nacional, a qual corre
sério risco de encontrar obsticulos, caso
ndo haja investimentos nesta importante
area.
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10. CONCLUSOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos
nos experimentos componentes deste
trabalho, conclui-se que:

1. Suinos a idade e peso de abate podem ser
rapidamente infectados por Salmonella sp.,
a partir de sua exposi¢io por um curto
periodo de tempo a um ambiente
contaminado com baixos niveis da bactéria;

2. As baias de descanso pré-abate dos
frigorificos que abatem suinos estdo
freqiientemente contaminadas por uma
variedade de sorovares de Salmonella sp.,
constituindo importante fonte de infecgbes
para os suinos, e consegiiente risco de
contaminagdo da linha de abate;

3. Os métodos de cultivo bacteriolégico que
incluem um enriquecimento primario em
caldo  Tetrationato ou  Rappaport-
Vassiliadis, seguidos de enriquecimento
secundério em caldo Rappaport-Vassiliadis
e isolamento em agar XL T-4 apresentaram
alta sensibilidade relativa para o isolamento
de Salmonella sp. a partir de amostras
fecais de suinos;

4. Os ensaios de deteccdo de Salmonella
sp. comercialmente disponiveis, ELISA 2
(Assurance Gold EIA Salmonella) e de
hibridizagio de DNA  (Gene-Trak)
apresentaram  alta  sensibilidade e
especificidade para a detecgio de
Salmonella sp. em amostras fecais de
suinos, podendo ter aplicagio em
investigagdes epidemioldgicas de infecgdes
por Salmonella sp. em suinos.
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