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RESUMO

O objetivo deste experimento foi produzir uma infecgdo experimental de Salmonella enterica subespécie.
enterica sorotipo Panama e verificar a importncia da via nasonasal na transmissdo entre leitdes
desmamados. Foram utilizados seis leitdes recém-desmamados, adquiridos de granja livre de Salmonella
spp. Utilizaram-se baias isoladoras, que proporcionavam o contato nasonasal e eliminavam a
possibilidade de outras vias de transmissdo e de contaminacdo externa. Trés grupos foram formados:
controle, sentinela e infectado. Ndo foram encontradas amostras positivas para Salmonella spp. em leitdes
do grupo-controle e sentinelas, e nos animais infectados foi isolada Salmonella Panama em suabes retais e
tecidos necropsiados. Os resultados revelaram ndo haver a transmissdo pela via nasonasal entre leitdes
desmamados, pois, em nenhum momento, o agente foi isolado dos animais sentinelas.
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ABSTRACT

Experimental infection of Salmonella enterica ssp. enterica serovars Panama was proceeded to establish
the importance of nose-to-nose contact in the transmission among weaned pigs. Six recently-weaned pigs
were acquired from a farm previously selected, free from Salmonella spp. Isolation stalls allowing nose-
to-nose contact and eliminating other transmission routes as well outside contamination were used. Three
groups were formed: control, sentinel, and infected. Piglets of control and sentinel groups were not
positive for Salmonella spp., however, Salmonella Panama was isolated in infected animals in rectal
swabs and necropsied tissues. It was concluded that there was not transmission by nose-to-nose contact
among weaned pigs, since Samonella Panama was not isolated in the sentinel group at any moment.
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INTRODUCAO Cray et al., 2000). Em experimentos com suinos

inoculados, notou-se que ha eliminagdo de

O maior entrave no controle das infecgdes por grande ndmero de bactérias nas fezes, por
Salmonella spp. nas granjas de suinos €, periodos  prolongados (Wood et al., 1989).
principalmente, a falta de conhecimentos sobre a Suinos  suscetiveis, quando colocados em
epidemiologia da infeccdo nos  sistemas ambientes que contenham fezes contaminadas,
modernos de criagdo. Devido ao fato de geralmente adquirem a infeccdo (Fedorka-Cray
Salmonella spp. ser eliminada nas fezes dos et al., 1994; Hurd et al., 2001). Adicionalmente,
animais infectados, a via fecal-oral é considerada a transmissdo por meio do contato nasonasal €
a base da transmissdo do patogeno (Fedorka- admitida em razdo da presenca do patégeno nas

secrecBes orofaringeas (Schwartz, 1999).
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O fato de Salmonella ser, frequentemente,
isolada de particulas de poeira em granjas suinas
(Rajic et al., 2005) bem como sua capacidade de
manter-se vidvel por longos periodos em
aerossdis (McDermid e Lever, 1996) sugerem a
possibilidade de transmissdo aer6gena entre
suinos. De fato, a principal forma de transmissdo
é pela via fecal-oral, porém ha confirmacéo
experimental da transmissdo aerogena de
Salmonella enterica na espécie suina (Oliveira et
al., 2006), em frangos (Lever e Willians, 1996),
ratos e bezerros (Wathes et al., 1988).

As secrecOes orofaringeas de animais infectados
podem conter salmonelas, 0 que possibilita a
transmissdo por contato direto. O contato direto
entre animais infectados e ndo infectados por
Salmonella spp. é considerado a principal via de
transmissao entre suinos criados intensivamente.
Estudos experimentais indicam diferengas entre
0s sorotipos de Salmonella spp. na transmissdo
pelo contato nasonasal. Trabalhos que usaram de
metodologia semelhante provaram que S.
Typhimurium pode ser transmitida pelo contato
nasonasal enquanto S. Derby e S. Agona, ndo
(Freschi, 2007; Oliveira et al., 2007).

Nos suinos, a salmonelose pode se manifestar,
clinicamente, como uma septicemia aguda ou
como uma enterocolite aguda ou cronica
(Sobestiansky et al., 1999). Suinos que
sobrevivem a septicemia aguda podem
desenvolver sinais clinicos devido as lesdes
localizadas, como  pneumonia,  hepatite,
enterocolite e, ocasionalmente,
meningoencefalite. Animais com enterocolite
poderdo apresentar definhamento crdénico. Os
suinos podem recuperar-se totalmente, mas
alguns poderdo permanecer como portadores e
excretores intermitentes por meses (Schwartz,
1999).

Os sorotipos que ndo causam doenca clinica no
suino, porém, sdo os que tém maior importancia
para a seguranga alimentar, uma vez que o
animal portador ndo apresenta sinais clinicos,
mas é uma fonte permanente de eliminacdo do
agente, desde a granja até o processamento
industrial. Os sorotipos ndo adaptados, ou
salmonelas paratificas, na maioria das vezes, sdo
imperceptiveis dentro do sistema de producdo.
Contudo, sdo responsaveis por condenacdo de
carcacas e devolucdo de carregamentos
destinados a exportacdo, constituindo grandes
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perdas aos produtores e exportadores envolvidos
(Gresham, 1996).

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

A sorologia pode ser uma ferramenta
fundamental para um programa de controle, pois
pode auxiliar radpida e corretamente na
identificacdo de rebanhos positivos (Alban et al.,
2002). Assim, se 0 objetivo for identificar todos
os rebanhos que foram expostos a Salmonella
spp., a sorologia pode ser aplicada, ao invés do
isolamento microbiologico (Sandberg et al.,
2002). Portanto, o teste soroldgico fornece uma
estimativa do numero de animais que foram, em
algum momento da producdo, expostos ao
agente. Existe um desafio na questdo de associar
a sorologia com o isolamento microbiolégico,
pois os resultados sorolégicos de um rebanho
podem ser interpretados  diferentemente,
conforme o ponto de corte aplicado ao se avaliar
o teste (Alban et al., 2002). Outro ponto a ser
considerado é que o isolamento de Salmonella
spp. indica infeccdo e excre¢do, enquanto a
sorologia positiva pode indicar a transmissdo
silenciosa no rebanho (Van Winsen et al., 2001).
Portanto, as estimativas de prevaléncia de
Salmonella,  obtidas  por  sorologia e
bacteriologia, podem diferir (Fedorka-Cray et al.,
1997; Silva et al., 2003). Contudo, conhece-se a
diversidade de sorotipos de Salmonella spp. que
podem estar presentes nos suinos. A maior
davida seria responder se, experimentalmente,
outro sorotipo seria capaz de tal transmisséo.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a
possibilidade de transmissdo pela via naso-nasal
de Salmonella enterica subespécie enterica
sorotipo Panama em leitdes desmamados, por
meio de inducdo da infeccdo experimentalmente.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados seis leitdes, provenientes de
granja previamente selecionada, aumentando,
dessa forma, a possibilidade da aquisicdo de
animais livres de Salmonella spp. A granja
selecionada atendeu aos  principios de
biosseguridade, de acordo com o Ministério da
Agricultura, indicado para a avaliagdo das
Granjas de Reprodutores Suideos Certificadas
(GRSC), presente na Instrucdo Normativa n°® 19
de 2002 do MAPA (Brasil..., 2002). Também,
foram avaliados a porca e o piso da cela
parideira, com o objetivo de confirmar a néo
exposicao dos leitdes a Salmonella spp. Da porca
colheu-se amostra de sangue para sorologia e
fezes do reto para avaliagdo microbiolégica.
Com o mesmo propdsito, colheu-se amostra de
residuos do piso da cela de parigdo. O
experimento foi avaliado pela Comissdo de Etica
e Bem-Estar Animal, da UNESP/Jaboticabal,
processo 022052/10.

Os animais foram escolhidos, aleatoriamente, de
uma Unica leitegada, sendo quatro fémeas e dois

machos, com 21 dias de idade e média de peso
de 5,2kg. Esses leitdes foram alojados em gaiolas
suspensas, individuais, e monitorados
bacteriologicamente. O monitoramento foi feito
durante sete dias, sendo realizada microbiologia
de amostras retais no primeiro, quarto e sétimo
dias, e avaliacdo soroldgica para confirmacdo da
condicdo livre de Salmonella spp. As gaiolas
individuais de alojamento foram previamente
lavadas e desinfetadas. Amostras da racéo e agua
fornecidas aos leitbes também foram colhidas
para avaliagdo microbioldgica.

Apos o periodo de monitoramento, os seis leitdes
foram, aleatoriamente, distribuidos em trés
grupos e alojados nos isoladores: 1) grupo 1:
controle; 2) grupo 2: animais sob inoculagdo; e
3) grupo 3: animais sentinelas. Foram
empregados isoladores de ago inoxidavel (0,80m
x 0,80m x 1,30m) fechados, projetados para
estudos epidemiolégicos. O modelo foi
desenvolvido a partir de protétipo desenvolvido
por Torremorell et al. (1997), para estudos de
transferéncia aérea de microrganismos (Fig. 1).

Figura 1. Isolador usado no experimento. 1: entrada de ar do sistema; 2: saida de ar; 3: reservatorio de
agua; 4: luvas de borracha para manipulacdo interna; 5: orificio para conexdo com outro isolador (contato
nasonasal); 6: saco para a coleta dos dejetos; 7: caixa de passagem, dotada de portas interna e externa.

A lavagem e desinfec¢do dos isoladores foram
criteriosas, o procedimento de lavagem foi feito
uma vez, e o de desinfeccdo, repetido por trés
vezes, com intervalo de um dia. Utilizou-se,
primeiramente, solucdo detergente, juntamente
com agua pressurizada na lavagem do
equipamento. Assim que as superficies secaram,
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foram submetidas a desinfeccdo com etanol a
70% e subsequente uso de solucdo comercial de
glutaraldeido a 2% e aménia quaternéaria. Apés a
Gltima pulverizacdo das superficies internas dos
isoladores, estes permaneceram completamente
fechados por dois dias. Procedeu-se, entdo, a
fumigagdo com o sistema fechado, um dia antes
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da entrada dos animais. A escolha do
glutaraldeido baseou-se no fato de ndo ser
agressivo para superficies metalicas, ser aceito
como esterilizante quimico em ambientes
hospitalares e ter eficiéncia comprovada contra
Salmonella spp. (Rutala, 1995). Para a garantia
da esterilidade para Salmonella spp., foi
realizado, ap6s esse procedimento de limpeza e
desinfeccdo, uma colheita de material, por meio
de suabes, para o isolamento microbiolégico das
paredes, piso e cochos. O resultado foi negativo
quanto a presenca deste microrganismo.

O sistema de isoladores foi projetado para que
houvesse fluxo de ar, no sentido do isolador 3
(leitdes sentinelas) para o 2 (leitdes inoculados),
impedindo que os leitdes sentinela fossem
infectados por contaminacfo aérea. Admitiu-se
que, se fosse registrada a transferéncia da
infeccdo, o0 agente teria sido transferido
exclusivamente por meio do contato nasonasal
entre os animais. Os animais controle foram
mantidos em isolador exclusivo, sem qualquer
conexdo com os demais.

Toda a 4agua fornecida aos animais foi
previamente autoclavada e colocada no
reservatério de 4gua do sistema, que se
conectava a um bebedouro interno, no isolador.
A racdo experimental foi formulada livre de
farinhas de origem animal e antibi6ticos
promotores de crescimento. Tanto a 4gua quanto
a racdo foram submetidas a analise
bacterioldgica para presenca de Salmonella spp.
Foram realizadas duas analises no periodo preé-
inoculacdo e outras trés no periodo poés-
inoculacéo.

Amostras de Salmonella enterica, sorotipo
Panama, cedidas pelo Laboratério de
Microbiologia da Embrapa Aves e Suinos de
Concordia, SC e mantidas em sua cole¢do sob n°
8193, foram usadas na preparacéo do indculo. Os
indculos foram preparados de acordo com Wood
et al. (1991). Apos cultivo a 37°C por 18 horas,
separaram-se duas aliquotas de trés mililitros
cada, que foram utilizadas para a inoculacdo dos
leitdes. A concentracdo de bactérias no indculo,
determinada pela técnica de drop-counting
(Miles e Misra, 1938), foi de 2,16 X 10"
UFC/mL.
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Os leitdes foram mantidos em jejum alimentar e
hidrico por 18 horas, antes da administracdo do
indculo. A ragdo e a agua foram fornecidas 30
minutos apos a inoculagdo. Inoculos ou placebos
foram administrados, via oral, utilizando-se
seringas estéreis descartaveis. Os suinos controle
(C1 e C2) e sentinelas (S3 e S4) receberam
solucdo de caldo Luria Bertani estéril (3mL) e
foram imediatamente colocados nos isoladores 1
(Iso 1) e 3 (Iso 3), respectivamente. Os suinos
do grupo 2 (I5 e 16) receberam o inéculo
contendo  Salmonella Panama™®* e foram
alojados no isolador 2 (1s02). O sistema foi
fechado e mantido por 14 dias.

A colheita de amostras foi realizada diariamente,
de todos os animais. Com o emprego de suabes,
foram coletadas amostras de fezes do reto.
Amostras de sangue, de todos os leitdes, foram
colhidas no periodo pré-inoculacdo. Repetiu-se
tal procedimento ao final do periodo
experimental. As amostras foram analisadas por
ELISA.

Ao final dos 14 dias nos isoladores, 0s animais,
submetidos a eutanasia, foram necropsiados,
conforme indicado por Sobestiansky et al.
(2005). Foram colhidos fragmentos de
linfonodos mandibulares, tonsilas, pulmdes,
figado, baco, linfonodos ileocélicos, linfonodos
mesentéricos, jejuno, ileo e contetido do ceco. Os
suabes retais foram imediatamente enviados para
analise microbiologica (Freschi, 2007). As
amostras de tecido foram processadas de acordo
com protocolo descrito por Hurd et al. (2001). O
ELISA indireto, das amostras de sangue dos
suinos, foi realizado no Laboratério de
Microbiologia da Embrapa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o foram encontradas amostras positivas para
Salmonella spp. dos suabes retais colhidos dos
leitdes do grupo 1 e do grupo 3. No entanto, nos
leitdes sob inoculacdo (15 e 16), foram isolados
Salmonella Panama™®* em praticamente todas as
colheitas (Tab. 1). Observou-se, durante todo o
periodo  pos-inoculagdo, que os leitGes
inoculados (15 e 16) apresentavam sinais clinicos
aparentes de uma infeccdo entérica e
desenvolvimento de quadros de diarreia.
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Tabela 1. Resultados da deteccdo de Salmonella Panama

Nal* “pelo isolamento bacteriolégico a partir de

amostras de suabes retais colhidos, individualmente, de suinos, nos isoladores

Isolador 1 Isolador 2 Isolador 3
Dia Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
C1 C2 15 16 S3 S4

1 - - - + - -
2 - - + - - -
3 - - - + - -
4 - - - - - -
5 - - + - - -
6 - - + + - -
7 - - + + - -
8 - - + + - -
9 - - + + - -
10 - - + + - -
11 - - + - - -
12 - - - - - -
13 - - + - - -
14 - - - + - -

(-), negativo; ( +), positivo.

No exame macroscopico dos drgdos dos suinos,
ndo foi verificada qualquer alteracdo. Ao exame
microbiolégico dos tecidos necropsiados, nos
animais dos grupos controle e sentinela, ndo foi

Tabela 2. Resultados da deteccdo de Salmonella Panama

amostras de tecidos

isolada Salmonella spp. Ao contrario, nos do
grupo sob inoculagdo, as analises revelaram-se
positivas (Tab. 2).

Nal* “pelo isolamento bacterioldgico a partir de

Grupo 1

Grupo 2 Grupo 3

Tecido
C1

Cc2

o
>

S3 S4

Linfonodos mandibulares -
Tonsilas -
Pulmdes -
Figado -
Baco -
Linfonodos ileocolicos -
Linfonodos mesentéricos -
Jejuno -
ileo -
Conteldo do ceco -

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

(-), negativo; ( +), positivo.
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Como pode ser visto, trés pares de leitdes foram
alojados isoladamente, cada qual em uma cdmara
de isolamento. Os leitdes do grupo-controle
ocuparam uma das camaras que recebeu aeracéo
propria. Os leitdes dos grupos infectado e
sentinela ocuparam, cada qual, uma cadmara, e a
aeracdo para estes foi conjunta. Assim, o ar,
inicialmente, entrava na cdmara dos animais
sentinelas e desta passava para a camara
contigua, que alojava os leitdes infectados. A
transferéncia do ar era feita por meio de um
orificio que permitia a comunicacdo entre as
duas cadmaras. O orificio, elevado do piso e com
didmetro adequadamente projetado, permitia
apenas que o0s animais de uma baia tocassem,
com o focinho, os animais da baia contigua.
Admitiu-se, com este planejamento
experimental, que, se a infec¢do fosse transferida
dos animais infectados para 0s animais
sentinelas, o fato seria decorrente do contato
nasonasal ocorrido entre os animais dos dois
grupos.

De acordo com Schwartz (1999), a etiologia da
infeccdo pode decorrer do contato com secre¢bes
nasais ou com as fezes que, muito
frequentemente, podem estar presentes no
focinho dos animais. As salmonelas podem ser
facilmente isoladas de descargas nasais de suinos
infectados. Ha comprovacdo de que os tecidos
linfoides nasais associados s80 importantes
locais de invasdo para S. Typhimurium em
suinos, favorecendo a via de contaminagdo
(Fedorka-Cray et al., 1995). Também, o
comportamento de  fugcar dos  suinos,
habitualmente, favorece a presenca de material
fecal nas cavidades nasais (Baskerville e Dow,
1973).

A infeccdo, entretanto, ndo se transferiu, fato que
corrobora as observacgdes de Freschi (2007), em
seu estudo com S. Derby, e de Oliveira et al.
(2007), com S. Agona, e diverge do achados de
Oliveira et al. (2007), com S. Thyphimurium.
Muitas seriam as causas a justificar os resultados
observados. A ndo infeccdo dos leitdes
inoculados, o ndo contato entre os leitbes das
duas baias, a baixa viruléncia ou o baixo titulo de
eliminacdo do agente nas fezes seriam,
possivelmente, as justificativas mais plausiveis.

Como demonstram os resultados apresentados na
Tab. 1, a infeccdo dos leites foi
satisfatoriamente induzida. J& no primeiro dia

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.62, n.6, p.1340-1347, 2010

pos-inoculagdo, foi possivel isolar o agente das
fezes dos animais inoculados, e sua eliminagéo
nas fezes persistiu durante todo o periodo, o que
corrobora com as observacdes de Fedorka-Cray
et al. (1994), Oliveira et al. (2006), Freschi
(2007) e Oliveira et al. (2007). Foi possivel
evidenciar a intermiténcia na eliminagdo da
salmonela. Interessante é observar que, do sexto
dia pds-inoculacdo ao 10° dia, os dois
animais inoculados excretaram  salmonela
constantemente, sugerindo um pico de excrecéo.

Os resultados mostrados na Tab. 2 revelaram que
ndo apenas a infeccdo se efetivou, mas se
difundiu além dos limites gastrintestinais, j& que
a bactéria inoculada pode ser recuperada de
linfonodos e de diversos 6rgdos internos, duas
semanas apos a inoculagdo. Obteve-se, pois, uma
infeccdo sistémica, fato que caracteriza o
sorotipo como relativamente virulento. Uma
diferenca importante dos outros ensaios
realizados foi que a cepa utilizada (Salmonella
Panama) era oriunda de isolados de linfonodos
mesentéricos de animais de campo e a dose
inoculada foi maior que as usadas nos demais
experimentos (2,16 x 10*° UFC/mL).

O modelo experimental empregado ja foi testado
anteriormente (Freschi, 2007; Oliveira et al.,
2007). Porém, neste ensaio havia uma diferenca.
No sistema usado nos trabalhos anteriores, ndo
era possivel fazer a colheita de fezes diretamente
no reto dos animais, pois a montagem do sistema
ndo permitia, e, entdo, somente foi feita a
colheita de fezes a partir do saco de dejetos. Para
este estudo, os isoladores foram adaptados de
modo a viabilizar colheitas diarias de fezes
diretamente do reto dos animais.

Os resultados obtidos por Oliveira et al. (2007),
gue observaram a transferéncia da infecclo pela
via nasonasal de Salmonella enterica subespécie
enterica sorotipo Typhimurium, indicaram a
aplicabilidade do modelo (validade para outros
sorotipos). Também, estes resultados sugerem
gue ocorreu 0 contato nasonasal entre os leitdes.
Vale ressaltar, ainda, que, em todos os estudos
em que foi empregado o presente modelo, foi
possivel observar que os animais das duas baias
se tocavam vérias vezes ao dia.

O ELISA realizado detectou a presenca de

anticorpos maternais em trés dos seis leitdes, no
periodo pré-inoculagdo, assim como na porca
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méde, evidenciando o contato da porca, em
alguma ocasido de sua vida, com Salmonella spp.
e a transferéncia dessa imunidade aos leitdes.

Os isolamentos microbioldgicos, realizados no
periodo pré-inoculagdo, asseguram que, naquele
momento, ndo havia circulagdo do patdgeno. Ja
ao final do experimento, todos os animais foram
negativos, inclusive os infectados, resultado que
corrobora com Van Der Wolf et al. (2001) e Van
Der Gaag et al. (2004), que demonstraram a
soroconversao para Salmonella spp. aos 21 dias
pos-infecgdo, sendo que, neste ensaio, foram 14
dias pos-inoculagéo. A eliminacdo de
quantidades insuficientes do agente nas fezes ou
a sua baixa transmissibilidade, possivelmente,
representam as melhores justificativas para os
resultados obtidos neste trabalho.

CONCLUSOES

A infeccdo experimental de suinos com
Salmonella enterica subespécie enterica sorotipo
Panama ¢ possivel e pode produzir infecgdo
sisttmica em leitdes jovens. A biologia e as
caracteristicas dos diversos sorotipos de
Salmonella spp. sdo realmente diversificadas, e
os resultados até aqui obtidos sugerem que
estudos devem ser realizados para se obter a
compreensdo deste importante tema.
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