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RESUMO

Avaliou-se a difusdo da infec¢do em um rebanho com prévio isolamento de Salmonella sp, em que
leitdes, individualmente identificados, foram amostrados para excregao fecal de Salmonella sp e sorologia
do nascimento ao abate. Da mesma forma, amostras de racdo e suabes do ambiente foram coletados
durante o estudo para pesquisa de Salmonella sp A pesquisa de anticorpos foi realizada pela utilizagdo de
ELISA-LPS de Salmonella Typhimurium. Os leitdes foram negativos na analise bacterioldgica e na
sorologia até a fase de creche, tornando-se positivos para Salmonella sp no inicio da terminacdo. Nessa
amostragem, 28,6% dos animais foram soropositivos e 75% estavam excretando Sa/monella sp nas fezes.
Ao abate, a percentagem de animais soropositivos (76,9%) aumentou, enquanto o isolamento de
Salmonella sp ocorreu em 19,2% dos suinos. Foi isolada Salmonella sp de duas das 26 amostras de ragio.
A contaminac@o do ambiente da terminagdo ocorreu apenas apos o alojamento dos animais. Concluiu-se
que a terminacdo foi o ponto critico de contaminagdo desse lote, sendo a ragdo uma fonte de
contaminagio.
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ABSTRACT

Salmonella diffusion in a swine production system, previously identified as Salmonella—positive, was
evaluated. A cohort of pigs was followed from farrowing to slaughtering. Samples of feces, intestinal
content, mesenteric lymph nodes and blood were taken from the animals throughout the study. In
addition, feed samples and environmental swabs were done for the isolation of Salmonella sp. Serum was
submitted to a Salmonella Typhimurium LPS-ELISA. Piglets were negative in bacteriological and
serological tests until the nursery phase, but became Salmonella positive in the early finishing. On this
phase, 28.6% of finishers were seropositive and 75% were shedding Salmonella in feces. At slaughtering,
the seropositivity (76.9%) was higher than in the early finishing, but Salmonella was isolated only from
19.2% of the sampled pigs. Two out of 26 feed samples were Salmonella positive. Contamination of the
finishing site environment was detected only when the animals were housed. It was concluded that the
termination phase was critical for the contamination of this cohort of pigs, being the feed a source of
contamination.
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INTRODUCAO

Estudos realizados no Rio Grande do Sul
encontraram alta prevaléncia de animais
portadores de Salmonella sp na terminacgdo
(Bessa et al., 2004) demonstrando, também, que
ha implicagdo na contaminagdo das carcagas e do
produto final (Bandeira, 2003; Castagna et al.,
2004).

A partir da crescente énfase na redugdo da
contaminagdo de produtos carneos apos o
processamento, tem-se estimulado a
identificagdo de medidas para reduzir ou eliminar
esse microrganismo antes do abate (Funk et al.,
2001), uma vez que a redugdo das taxas de
infeccdo pré-abate resulta em aumento da
seguranca dos produtos suinos (Hurd et al.,
2002). Assim, além do status sanitario das
granjas, o transporte e a espera pré-abate t€ém
sido apontados como pontos criticos de
contaminag¢do por Salmonella sp (Rostagno et al.,
2003). Muitos pesquisadores também t€m
atribuido risco significativo de introducdo de
Salmonella sp na cadeia produtiva através da
racdo e da entrada de animais portadores (Stark
etal., 2002).

Embora a prevaléncia de Salmonella sp possa ser
medida por testes soroldgicos e bacterioldgicos
(van der Gaag et al., 2004) a partir de grupos de
animais de diferentes idades (Stege et al., 2000),
estudos transversais, que oferecem estimativas
pontuais de prevaléncia, podem ndo ser
esclarecedores dos  pontos  criticos de
contaminagdo por Salmonella sp em granjas
(Funk et al., 2001).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar,
em um sistema com isolamento anterior de
Salmonella sp, a fase em que ocorreu a infecgdo
e a soroconversio em um lote escolhido
aleatoriamente e, paralelamente, identificar
possiveis variagdes dos sorovares isolados nas
diferentes fases de produgao.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em duas fases. Na
primeira fez-se um estudo transversal para a
determinagdo da ocorréncia de Salmonella sp em
fémeas de reposigdo em trés unidades de
producdo de leitdes (UPL) pertencentes a um
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sistema de produc@o situado no Rio Grande do
Sul, onde havia sido encontrada eclevada
prevaléncia de suinos portadores ao abate (Bessa
et al., 2004). Na segunda fase, uma das UPL da
fase anterior foi escolhida para a realizagdo do
estudo longitudinal que acompanhou um lote de
animais do nascimento até o abate. A escolha da
UPL teve como critérios a ocorréncia de animais
excretores de Salmonella sp e a presenga de um
padrdo de sanidade considerado médio em
relacdo a totalidade das granjas integradas.

Na primeira fase, foram realizadas duas visitas
ao setor de reposi¢do de cada uma das trés UPL,
sendo colhidas amostras de fezes de todas as
leitoas de reposicao que chegavam a UPL no dia
da visita e daquelas alojadas ha 30 dias. Foram
amostrados 125 animais, sendo as amostras
processadas em pool de fezes colhidas de cinco
animais.

Para a segunda fase, partiu-se de um numero de
amostras calculado a ser colhido na terminagao,
considerando-se uma populagdo de 200
animais/lote de terminagdo, prevaléncia esperada
de 30% (Kich, 2004), o pior resultado aceitavel
de *10 pontos percentuais e intervalo de
confianca de 95% (Epilnfo, 2004). Para alcangar
a amostra pré-determinada de 56 suinos, o
numero de animais a serem amostrados ao longo
das fases foi ajustado. Quando utilizados suabes
retais, aumentou-se em 80% o tamanho da
amostra em virtude da menor sensibilidade dessa
técnica, necessaria para a colheita de fezes de
leitdes na maternidade e inicio da creche. O
nimero de matrizes a serem amostradas foi
determinado em fun¢do da programagdo de
partos da UPL e visando garantir o fornecimento
da quantidade necessaria de leitdes para o estudo.
Ao abate, em virtude do maior numero de
materiais a serem colhidos de cada suino,
amostrou-se um subgrupo de animais.

O estudo longitudinal teve inicio com a avaliagdo
bacteriologica e sorologica de fémeas aos 100
dias de gestagdo (n=19). Aos 15 dias de lactacao,
um subgrupo das matrizes (n=15) foi novamente
amostrado e 99 leitdes, pertencentes as suas
leitegadas (6-7 leitdes/fémea), foram incluidos
no estudo. O acompanhamento na unidade de
creche ocorreu em duas ocasides: 10 dias apos a
chegada dos leitdes na creche e 10 dias antes da
saida deles para a termina¢do. Na primeira visita,
foram amostrados os 99 leitdes identificados na
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maternidade. Na segunda visita, quando foi
possivel colher maior quantidade de fezes do
reto, foram amostrados 56 animais. Esses
mesmos animais foram novamente amostrados
apos 10 dias da transferéncia para a unidade de
termina¢do. Ao abate, foram amostrados 26
animais, sendo colhidas amostras individuais de
contetido intestinal, linfonodos mesentéricos e
sangue. Para a avaliagdio da contaminagdo
cruzada das carcacas, foram utilizados cinco
pools de suabes de carcacas provenientes do lote
de origem dos animais avaliados.

Em todas as visitas, exceto na avaliacdo dos
setores de reposi¢do, realizou-se a pesquisa para
a presenga de Salmonella sp no piso das baias. A
técnica  empregada  consistiu  em  uma
modificacdo da técnica de suabe de arrasto.
Adotou-se como suabe de arrasto um “pro-pé”
(protetor de calgados de wuso hospitalar)
umedecido em agua peptonada, fazendo-se uma
caminhada por toda area da baia. Apds, o suabe
foi imediatamente imerso em 225ml de agua
peptonada  tamponada. Realizaram-se  trés
amostragens na fase de gestacdo, trés na
maternidade, oito na creche e quatro na
terminacdo. O piso do caminhdo que transportou
os animais para o frigorifico foi amostrado uma
vez, antes do embarque dos animais, por meio de
um suabe de arrasto. A amostragem nas baias de
espera do frigorifico foi realizada antes da
entrada do lote dos animais do estudo, fazendo-
se quatro suabes de arrasto.

Amostras foram colhidas de todos os lotes de
racdo fornecidos aos animais na reposi¢ao (n=2),
gestagdo (n=2), maternidade (n=2), creche
(n=10) e terminagdo (n=10), sendo mantidas
congeladas até o processamento. As amostras de
racdo do periodo final de terminacdo foram
processadas em triplicata.

Para o isolamento, foi seguido o protocolo
testado por Michael et al. (2003), que consiste de
etapas de pré-enriquecimento de 25g de amostra
em 225ml de 4gua peptonada tamponada,
enriquecimento seletivo em caldo tetrationato de
Muller Kauffmann e em caldo Rappaport
Vassiliadis, e isolamento em 4agar verde
brilhante-lactose-sacarose (BPLS) e agar xilose
lisina-tergitol 4 (XLT4). Os isolados foram
confirmados por caracterizagdo bioquimica e
sorotipificagdo. As amostras de soro foram
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testadas pela utilizagdo de um ELISA-LPS a
partir de S. Typhimurium, desenvolvido pela
Embrapa — CNPSA (Kich, 2004).

Os dados obtidos nas avaliagdes bacteriologica e
sorologica foram analizados usando-se teste
exato de Fisher (Statistical... 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 25 pools coletados nas trés UPL, oito
(32%) foram positivos para Salmonella sp. Das
amostras positivas, quatro eram provenientes de
leitoas alojadas ha 30 dias na granja e quatro
eram de leitoas de reposicdo, o que demonstra o
constante  risco de  introdugdo  desse
microrganismo no sistema. E preciso considerar
que a caracteristica intermiténcia na excre¢do
fecal do género Salmonella (Nielsen et al., 1995)
permite supor que a média de animais positivos
no grupo possa ser ainda maior que a encontrada.
E interessante ressaltar que, pelo fato de as fezes
coletadas terem sido processadas em pool de
cinco amostras, de um até cinco animais
excretores poderiam compor cada amostra
positiva, podendo representar uma presenga
ainda mais elevada de animais portadores na
UPL.

Das 19 fémeas que foram amostradas no setor de
gestagdo, 18 (94,7%) eram positivas no ELISA-
LPS. Nédo houve isolamento de Salmonella sp
das amostras de fezes colhidas das fémeas. Aos
15 dias de lactagdo, a soroprevaléncia do
subgrupo amostrado reduziu-se para 66,7%
(10/15), enquanto a analise bacteriologica
evidenciou que duas fémeas estavam excretando
Salmonella sp nas fezes. A auséncia de
isolamento de Sa/monella sp entre as fémeas em
gestacdo, embora apresentassem elevado indice
de soropositividade (Tab. 1), pode ser atribuido
ao fato de elas ndo estarem excretando a bactéria
no momento da amostragem (Christensen e
Rudemo, 1998) dada a caracteristica
intermiténcia (Nielsen et al., 1995). A redugdo de
animais soropositivos constatada no grupo das
matrizes, quando da amostragem realizada no
setor de maternidade, mesmo ndo sendo
estatisticamente  significativa, pode  estar
relacionada a transferéncia de imunoglobulinas
séricas para o colostro (Klobasa et al., 1985).
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Tabela 1. Salmonella sp em amostras de fezes ¢ de sorologia em fémeas alojadas nos setores de gestagdo
e maternidade de uma unidade produtora de leitdes do Rio Grande do Sul

N Isolamento ELISA
Positivo Negativo Positivo Negativo
Gestagdo 19 0 (0%) 19 (100%) 18 (94,7%) 1(5,3%)
Maternidade 15 2 (13,4%) 13 (86,6%) 10 (66%) 5 (34%)

Ao contrario de outros estudos (Berends et al.,
1996), nos quais as unidades de produgdo de
leitdes foram apontadas como responsaveis por
at¢ 10% das contaminagdes dos lotes por
Salmonella sp, no presente estudo todos os
leitdes mantiveram-se negativos nos testes
bacteriologico e sorologico durante o periodo de
maternidade e creche. Dessa forma, a associagdo
dos dois resultados ao longo das fases de
maternidade e creche indica que ndo houve a
contaminagdo dos leitdes a partir da excre¢ao de
Salmonella sp detectada nas matrizes.

Apo6s a transferéncia dos animais para a
terminag¢do, observou-se o aparecimento de
animais positivos no lote. Os dados demonstram
alta excrecdo (42/56) aos 10 dias apés o
alojamento dos animais na terminac¢do (80 dias
de idade), com posterior reducdo do isolamento a
partir do contetido intestinal e linfonodos (5/26)
ao abate (Tab. 2). Galland et al. (2000) também
observaram a ocorréncia de uma rapida
diminuicdo no isolamento de Salmonella sp das
fezes de animais positivos durante o periodo de
terminag¢do, alcangando indices menores que 1%
aos 60 dias e ndo havendo mais isolamento ao
abate.

Tabela 2. Distribui¢do percentual dos leitdes, quanto ao resultado do isolamento de Salmonella e

sorologia na terminagdo (n=56) e ao abate (n=26)

Terminagdo Abate
ELISA Isolamento Isolamento
Positivo Negativo Total Positivo Negativo Total
Positivo 23,2 54 28,6a 11,5 65,4 76,9b
Negativo 51,8 19,6 71,4c 7,7 15,4 23,1d
Total 75,0 25,0 100,0 19,2 80,8 100,0

Valores seguidos por letras distintas na mesma linha diferem entre si (P<0,001).

Uma vez que o periodo necessario para atingir
niveis detectaveis de anticorpos apds a infecgao é
de, aproximadamente, duas semanas (van der
Wolf et al., 2001b; van der Gaag et al., 2004), e
considerando que o intervalo de tempo entre o
alojamento dos animais na terminagdo e a
amostragem foi de 10 dias, ¢ possivel
compreender o ainda baixo numero de animais
com sorologia positiva encontrado nessa
amostragem, caracterizando o periodo de
soroconversdo. Ao mesmo tempo, esse baixo
indice de soropositivos pode ser interpretado
como mais um indicio que o momento de
contaminag@o do lote ocorreu apods o alojamento
na granja terminadora. Ao abate, foi possivel
constatar o aumento da percentagem de animais
soropositivos até¢ 76,9% (20/26), demonstrando a
intensa disseminacdo da infecg¢do ocorrida no
lote. Dos animais que haviam soroconvertido na
terminacdo, dois voltaram a apresentar sorologia
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negativa ao abate. Essa observagdo estd de
acordo com estudos que relatam que, uma vez
recuperado, o animal soropositivo pode vir a
tornar-se negativo (van der Wolf et al., 2001a;
van der Gaag et al., 2004).

O decréscimo no numero de excretores de
Salmonella sp, observado nas fezes ao abate, ndo
deve minimizar a importancia dos animais
provenientes de lotes positivos que chegam ao
frigorifico. Estudos realizados anteriormente
(Rostagno et al., 2003) demonstraram a
importancia da contaminagdo cruzada de animais
negativos que chegam ao frigorifico, a partir de
animais portadores que estdo excretando
Salmonella sp nas fezes. A rapida invasdo de
linfonodos que ocorre a partir do trato
gastrintestinal (Hurd et al., 2001) resulta em
importante aumento no numero de animais
portadores na linha de abate. A entrada de
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animais positivos para Salmonella sp no
frigorifico é considerada o principal fator de
risco para a contaminagdo das carcagas e do
produto final (Stege et al., 2001). Embora no
presente estudo ndo tenha havido isolamento de
Salmonella sp dos suabes de carcaga, estudos
anteriores (Bandeira, 2003; Castagna et al,
2004), realizados no mesmo frigorifico,
indicaram a associagdo da prevaléncia de animais
portadores ao abate e a contaminagdo de cortes e
embutidos do tipo frescal. Uma possivel
explicagdo para a auséncia de isolamento neste
estudo seria a adogdo do suabe de superficie para
a amostragem das carcagas, em contraste com 0s
estudos anteriores (Bandeira, 2003; Castagna et
al., 2004) que amostraram 25g de produto.
Apesar do suabe de carcaca ser o método
comumente proposto para o controle de carcagas
na linha de abate (Swanenburg et al., 2001),
sabe-se que a menor quantidade amostrada pode
influir diretamente no sucesso do isolamento.

Isolou-se Salmonella sp de 7,7% (2/26) das
amostras de ragdo, sendo o nivel de
contaminagdo encontrado bastante proximo
aquele descrito por Fialho et al. (1985), no qual
5,8% de amostras de ingredientes e ragdes foram
positivas. Todas as amostras positivas eram
provenientes do periodo final da terminagdo
(2/10), quando o processamento foi realizado em
triplicata. Assim, esses resultados demonstram as
melhores chances de isolamento quando

utilizado um maior numero de repeti¢gdes, como
ja descrito (Hurd et al., 2002). Isto fica
evidenciado, uma vez que das 15 aliquotas
retiradas de cinco amostras de racao analisadas,
apenas trés apresentaram isolamento. Numa das
amostras positivas houve isolamento em apenas
uma das aliquotas processadas, enquanto na
outra amostra duas aliquotas foram positivas.

Das 18 amostras de ambiente, apenas as quatro
provenientes da terminagdo foram positivas,
coincidindo com o pico de excre¢do nos animais.
A amostragem realizada no caminhdo que
transportou os animais ao abate resultou em
auséncia de isolamento de Salmonella sp
Entretanto, em estudos anteriores, observou-se
que apenas um numero reduzido de suabes
coletados em caminhdes sdo positivos. Um
exemplo disso ¢ o resultado obtido por Fedorka-
Cray et al. (1997), quando houve o isolamento de
Salmonella sp em apenas 0,7% dos 549 suabes
realizados em caminhdes de transporte. No
monitoramento das baias de espera, os suabes
coletados apresentaram 25% (1/4) de resultados
positivos (Tab. 3). Estudos recentes (Hurd et al.,
2001) mostraram que a infeccdo de suinos
expostos ao ambiente contaminado por
Salmonella sp pode ocorrer apds um periodo de
apenas duas horas. Com isso, o ambiente de
espera nos frigorificos constitui-se num ponto
critico de controle para reduzir a contaminagdo
ao abate e no processamento.

Tabela 3. Sorovares de Salmonella das amostras isoladas nas diferentes fases, ao abate, no ambiente ¢ na

racdo do sistema avaliado

Reposi¢ao Maternidade Terminagdo Abate Ambiente Racdo
Bredeney Typhimurium Typhimurium Typhimurium Typhimurium’ Senftenberg
Derby Tennessee Senftenberg Senftenberg Panama’

'Baias da terminacio; “Baias de esperea do frigorifico.

O sorovar Typhimurium foi encontrado em todos
os animais da terminacdo com isolamento
positivo; dois animais tiveram isolamento
concomitante do sorovar Senftenberg. Os
sorovares Typhimurium e Tennessee foram
encontrados nas fezes de matrizes na
maternidade. Davies (1998), por ter encontrado o
mesmo sorovar de Salmonella sp em leitdes e em
fémeas alojadas na maternidade, apontou como
provavel a contaminagdo dos leitdes antes da
transferéncia para a creche. No presente trabalho,
entretanto, o ndo isolamento de Salmonella sp e a
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sorologia negativa ao longo das fases de
maternidade e creche indicam que ndo houve a
transmissao de Salmonella para os leitdes a partir
das matrizes.

Embora a escolha das colonias caracterize um
fator limitante na avaliagdo da variabilidade, a
identificagdo dos mesmos sorovares ja
encontrados nos animais na terminagdo quando
do abate, refor¢ca a importancia dessa fase na
contaminag¢@o do lote acompanhado. Ao abate, os
sorovares Typhimurium e Senftenberg foram
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encontrados em trés e dois animais,
respectivamente. As amostras isoladas a partir de
conteudo intestinal apresentaram apenas o
sorovar Typhimurium, enquanto aquelas isoladas
de linfonodos apresentaram tanto o sorovar
Senftenberg, quanto o sorovar Typhimurium. O
sorovar Senftenberg, recuperado dos animais na
terminagdo e ao abate, foi 0 mesmo isolado das
amostras de ragdo, indicando a possivel relagdo
do consumo de ragdo contaminada no setor de
termina¢do com a introducdo de Salmonella sp
nesse sistema. Apesar de Rostagno et al. (2003)
terem encontrado 25% de suinos abatidos
portadores dos mesmos sorovares de Salmonella
isolados nas baias de espera, no presente estudo
o sorovar identificado nas baias de espera
(Panama) diferiu daquele identificado nos
animais apds o abate. Embora nesse caso ndo
tenha sido possivel relacionar a interferéncia da
microbiota das baias de espera na prevaléncia do
lote examinado, cabe lembrar que em lotes que
chegam positivos no frigorifico é a granja que
ocupa papel mais importante no ciclo de
contaminagdo, enquanto a baia de espera assume
importdncia na contaminagdo dos lotes
provenientes de granjas negativas (Swanenburg
etal., 2001).

CONCLUSOES

A presenca de fémeas soropositivas e que
excretam Salmonella sp nas fezes ndo
determinou a infec¢do dos leitdes no lote
acompanhado, tendo sido a fase de terminacdo o
ponto critico na difusdo da infeccdo e a ragdo
um dos possiveis veiculos de contaminagdo
dos animais. Durante a fase de terminagdo e ao
abate foram identificados animais soropositivos e
que excretam Salmonella sp, sendo o sorovar
Typhimurium o mais prevalente. Tanto
no ambiente da granja, como nas baias de
espera do frigorifico havia a presenca de
Salmonella sp.
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