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Estudos que elucidem a cadeia de transmissdo de
Salmonella enterica nos sistemas de produgio de suinos sdo
importantes para que seja possivel implementar programas
de controle da infecgo. O objetivo deste estudo foi comparar
o indice de animais positivos para Salmonella sp. no inicio
da fase de terminagao e ao abate e identificar possiveis fontes
de contaminagdo no periodo. Em trés granjas terminadoras,
coletaram-se: suabes de superficie nas baias e nos silos
durante o vazio sanitario; amostras de fezes e sangue dos
animais no dia do alojamento; aliquotas de todos os lotes
de ragdo e amostras de sangue, linfonodos mesentéricos
(LM) e contetdo intestinal (CI) ao abate. As amostras de
sangue foram submetidas a teste de ELISA-LPS para Sal-
monella Typhimurium. Nas demais amostras, pesquisou-se
a presen¢a de Salmonella sp. As amostras de ragdo foram

RESUMO

adicionalmente submetidas a técnica da Reagdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) amplificando o gene invA. Todos os
animais foram negativos para presenga de Salmonella sp. nas
fezes no inicio da terminag@o; entretanto, em duas granjas
havia animais soropositivos (12% e 28%, respectivamente).
Em duas granjas havia contaminacdo residual no ambiente
e na terceira granja, em um dos lotes de ragdo, detectou-se
a presenca de Salmonella sp. pela PCR. Ao abate, acima de
90% dos animais foram positivos no teste de ELISA-LPS,
sendo que em todos os lotes encontrou-se um numero va-
riavel (12-92%) de portadores em LM e CI. A partir disso,
concluiu-se que a terminag@o foi a fase critica para a am-
plificacdo da infecgdo por Salmonella sp., sendo a presenga
residual do microrganismo na granja ¢ o fornecimento de
racdo contaminada fontes provaveis de infecgéo.

PALAVRAS-CHAVES: Abate, isolamento, Sa/monella, sorologia, suino, terminagao.

ABSTRACT

SEROLOGY AND ISOLATION OF SALMONELLA SP. IN PIGS AT THE FINISHING
SITE AND AT SLAUGHTER

Studies assessing the Salmonella transmission chain
in pig herds are the first step to start a control program.
The aims of this study were to compare the prevalence of
Salmonella positive pigs at the beginning of the finishing
phase and at slaughter, and to identify the possible
sources of contamination in the farms. In three finishing
farms, environmental swabs from the barns and from the
feed silos were collected during the sanitary emptiness.
Furthermore, samples of feces and blood from the animals
on the day of housing; and aliquots from all feed lots were

taken. At slaughter, blood, mesenteric lymph nodes (LM)
and intestinal content (CI) were sampled. Blood samples
were submitted to a S. Typhimurium ELISA-LPS test. All
other samples were submitted to a Salmonella isolation
protocol. Feed samples were also submitted to Polymerase
Chain Reaction (PCR) targeting the invA gene. Feces
samples from all pigs were Salmonella negative at the
beginning of the finishing phase, in two farms seropositive
animals were found. In two farms, residual environmental
contamination was detected, and, in the third farm, one of
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the feed batches was Salmonella positive on the PCR assay.
At slaughter, over 90% of the animals were positive on
the ELISA-LPS test and, in all cohorts, a variable number
(12%-92%) of carriers in LM and CI was detected. From
this on, it was concluded that the finishing phase was

critical for the amplification of Salmonella infection, and
the residual environmental contamination in the farms as
well as Salmonella positive feed batches were the probable
infection sources.

KEY WORDS: Isolation, finishing and slaughter, Salmonella, serology, swine.

INTRODUCAO

A presenca de Salmonella sp. em sistemas
de producdo de suinos tem sido uma preocu-
pacdo mundial, tanto por razdes relacionadas a
saude publica como por barreiras econdmicas
resultantes da presenga desse microrganismo nos
produtos. Na regido sul do Brasil a presenca de
Salmonella sp. em rebanhos suinos, bem como
em carcagas ¢ produtos de origem suina, tem
sido reportada (BESSA et al., 2004; KICH et
al., 2005).

A infeccdo de lotes suinos pode ocorrer
em qualquer fase zootécnica (VAN DER WOLF
etal., 2001; LO FO WONG et al., 2004), porém
no Rio Grande do Sul a fase de terminagao tem
demonstrado ser um ponto critico de amplifica-
¢do da infec¢do por Salmonella sp. em suinos
(SILVA etal., 2006). Uma das dificuldades para o
planejamento e implementagdo de programas de
controle ¢ a multiplicidade de fontes de introdu-
¢do de Salmonella sp. nas granjas de terminacao.
Dentre as fontes mais citadas, encontram-se o
alojamento de animais portadores que sofreram
infeccdo na fase de creche, a contaminacao re-
sidual das instalacdes, a presenga de roedores,
vetores e passaros e o fornecimento aos animais
de lotes de ragao contaminada (VAN DER WOLF
et al., 2001; LO FO WONG et al., 2004; KICH
et al., 2005).

Para enfrentar o problema da presenca de
suinos portadores ao abate e o risco de conta-
minagdo das carcacas durante o processamento,
ha necessidade de identificacdo dos fatores de
risco associados a infec¢do e a implementagao de
medidas de controle nos rebanhos. O objetivo do
presente estudo foi acompanhar lotes de termi-
nacdo e avaliar possiveis fontes de infec¢do por
Salmonella sp. em granjas de terminacao.
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MATERIAL E METODOS

Desenvolveu-se estudo longitudinal, acom-
panhando trés lotes de suinos em fase de termi-
nacdo, em propriedades localizadas na regido
da Serra do Rio Grande do Sul. As granjas, que
dispunham de um galpao para alojamento de tre-
zentos animais, obedecendo a uma lotagao de dez
a doze animais por baia, adotavam o manejo a// in/
all out e utilizavam ragdo fornecida por empresa
integradora.

Os lotes foram monitorados quanto a infecgdo
por Salmonella sp. no inicio da fase de terminacao e
ao abate. Da mesma forma, verificou-se a contami-
na¢do do ambiente da granja, antes do alojamento
dos animais, e dos lotes de racao fornecidos aos
animais durante todo o periodo de terminagao.

Realizaram-se amostragens dos silos e das
baias ap6s a desinfec¢ao da granja e antes do alo-
jamento dos animais. Para amostragem dos silos,
foram colhidos cinco suabes, em area aproximada
de 100 cm? na superficie interna do silo, numa
profundidade entre um e dois metros a partir da
extremidade superior deste. Colocaram-se os sua-
bes num mesmo saco plastico, dando origem a um
pool de suabes de silo da granja. Para amostragem
do ambiente da granja, em cinco baias, foram co-
lhidos seis suabes do piso de cada baia, os quais
deram origem a um pool de suabes de piso.

No dia em que os animais foram alojados,
procedeu-se a coleta de amostras de fezes e sangue
de 25 animais por granja. Em cada granja, foram
colhidas aproximadamente 100 gramas de fezes
de cinco animais alojados em cinco baias distintas.
Quatro baias escolhidas localizavam-se em cada
uma das extremidades do galpdo e a quinta baia
era central. Em cada uma das baias, reuniram-se
os animais, sendo coletadas fezes de cinco animais
que defecavam naquele momento. Posteriormen-
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te, as amostras foram processadas em forma de
pool de fezes de cinco animais. Colheram-se as
amostras de sangue (8 mL) por pun¢ao jugular
dos mesmos animais, as quais foram identifica-
das e mantidas sob refrigeracdo até a chegada ao
laboratorio. Essas amostras foram centrifugadas a
600 x g por dez minutos e o soro congelado para
posterior analise soroldgica.

Durante o periodo de terminacao, as granjas
incluidas no estudo receberam cerca de quinze
lotes de ragdo, sendo colhidas amostras de todos
os lotes. Para tanto, ao ser descarregada no silo, a
ragao tinha cinco porg¢des colhidas com intervalo
de aproximadamente um minuto, na tentativa de
abranger diferentes fragdes do total do lote. Acon-
dicionadas em sacos plasticos, identificaram-se as
amostras de acordo com a data de recebimento na
propriedade e lote de producao. De cada amostra
foram retiradas, no momento do processamento,
trés aliquotas de 25 gramas, submetidas individual-
mente ao protocolo de isolamento

Efetuou-se a coleta das amostras no frigorifi-
co vinculado ao sistema de integragao das granjas.
Os trés lotes foram abatidos no mesmo dia, sendo
amostrado um animal a cada dez minutos, perfa-
zendo 25 animais em cada lote. Colheram-se as
amostras de sangue no momento da sangria, sendo
identificadas e mantidas sob refrigeracdo até a
chegada ao laboratorio, onde foram centrifugadas
a 600 x g por dez minutos e o soro congelado para
posterior analise sorologica. Ainda no frigorifico,
amostras de conteudo intestinal e linfonodos me-
sentéricos foram colhidas e acondicionadas em sa-
cos plasticos individuais, identificados e mantidos
sob refrigeracdo até o processamento.

O isolamento de Salmonella sp. foi feito
seguindo protocolo descrito (MICHAEL et al.,
2003; BESSA et al., 2004), compreendendo pré-
enriquecimento em agua peptonada tamponada,
enriquecimento seletivo nos caldos Rappaport-
Vassiliadis (Merck) e Tetrationato (Merck) e
isolamento em agar XL.T4 (Difco) e Bile-Lactose-
Sacarose (BPLS, Merck). Enviaram-se isolados
confirmados como Salmonella sp. a Fundagao
Instituto Oswaldo Cruz para sorotipificacao.

Para a realizacdo do teste de reagdo em
cadeia da polimerase (PCR), foi utilizado o par

de primers 139 (5> GTGAAATTATC GCCA-
CGTTCGGGCAA 3’°) e 141 (5 TCATCGCAC-
CGTCAAAGGAACC 3’), que amplifica um
fragmento de 284 bp do gene invA de Salmonella
sp. (GALAN et al. 1992; RAHN et al., 1992).
Desenvolveram-se a extragdo de DNA e a ampli-
ficacdo como anteriormente descrito por OLIVEI-
RA et al. (2003).

As amostras de soro colhidas dos animais fo-
ram enviadas 8 Embrapa Suinos e Aves, onde foram
submetidas a teste de ELISA contendo antigenos li-
popolissacaridicos do sorovar Typhimurium, como
descrito por KICH et al. (2007), utilizando como
ponto de corte a densidade otica 0,169.

O ntimero de animais positivos no teste de
ELISA-LPS para Salmonella sp. no inicio da ter-
minag¢do e ao abate foram comparados pelo Teste
Exato de Fisher, com nivel de significincia P <
0,05 (SPSS, 1998).

RESULTADOS

Todos os suabes coletados nos silos mostra-
ram-se negativos para Salmonella sp. Em dois dos
treze pools de suabes de piso foi possivel isolar
Salmonella sp. As amostras positivas eram prove-
nientes de duas granjas diferentes (Granjas 1 e 3),
indicando que elas apresentavam contaminagao
residual por Salmonella sp. 1dentificaram-se os
isolados provenientes do ambiente como S. Derby
(Granja 1) e S. Typhimurium (Granja 2).

No inicio da terminagdo, ndo foi possivel
isolar Salmonella sp. a partir das fezes dos ani-
mais amostrados, indicando que esses animais
provavelmente ndo estavam excretando a bactéria.
Nas Granjas 1 e 3, houve a presenga de animais
positivos no teste de ELISA-LPS (Tabela 1).

Todas as 144 aliquotas de ra¢do pesquisadas
foram negativas para Sal/monella sp. no isolamento
bacteriologico. No entanto, duas aliquotas, pro-
venientes da Granja 2, mostraram-se positivas na
deteccao de Salmonella sp. pela técnica de PCR.

Os resultados encontrados ao abate (Tabela
1) demonstram que a amplificagdo da infec¢ao, nos
lotes, ocorreu durante a fase da terminacao, per-
manecendo uma percentagem variavel de animais
positivos no isolamento de Salmonella sp. a partir
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de linfonodos e conteudo intestinal ao abate. As 73
cepas de Salmonella sp. isoladas ao abate, sendo
34 provenientes de linfonodos mesentéricos e 39
de conteudo intestinal, foram classificadas em sete

sorovares diferentes (Tabela 2). O sorovar Brede-
ney indicou ser o mais prevalente, representando
64,3% do total de isolados.

TABELA 1. Numero de animais positivos na sorologia e no isolamento de Sa/monella no inicio da terminacdo e ao abate

em lotes de suinos de trés granjas terminadoras

Inicio da terminagao Abate
Lote Animais (n) Soroilc')gla Isolarln.ento Soro.l(?gla Isolamento positivo
positiva positivo positiva
Contetido intestinal Linfonodos
1 25 7 (28%)* 0 23 (92%)° 14 (56%) 10 (40%)
2 25 0 0 25 (100%) 22 (88%) 19 (76%)
3 25 3 (12%)* 0 23 (92%)° 3 (12%) 7 (28%)

a,b — letras diversas na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05)

TABELA 2. Resultado da sorotipificacao de cepas de Sa/monella sp. isoladas de contetido intestinal (n=34) e de linfonodos
mesentéricos (n=39) de suinos provenientes de trés granjas do Rio Grande do Sul

Granja Sorovar (CI)* n % Sorovar (LM)* n %
1 Bredeney 7 53,8 Derby 4 44 4
1 Ohio 2 15,3 Enteritidis 2 22,2
1 Worthington 2 15,3 Panama 2 22,2
1 Derby 2 15,3 Bredeney 1 11,1
2 Bredeney 22 95,6 Bredeney 14 73,6
2 Derby 1 4,3 Derby 3 15,7
2 - - - Senftenberg 1 52
2 - - - Panama 1 5,2
3 Worthington 2 66,6 Bredeney 3 42,8
3 Derby 1 333 Ohio 2 28,5
3 - - - Derby 1 14,2

* CI= contetdo intestinal; LM= linfonodos mesentéricos.

DISCUSSAO

No presente estudo fica evidente a impor-
tancia da fase de terminacdo na disseminagdo da
infeccao por Salmonella sp. em granjas suinas. O
nimero de animais reagentes, baixo no inicio do
periodo, elevou-se sobremodo, registrando-se ele-
vado percentual de positivos por ocasido do abate.
Esses resultados confirmam dados anteriores obti-
dos na mesma regido por SILVA et al. (2006).
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A excregdo ativa de Salmonella sp. pode
ser originada pelo estresse associado a varios
fatores como a superlotagdo das baias, o jejum, o
transporte e a mistura de animais (CLARKE &
GYLES, 1993; HURD et al., 2002; ROSTAGNO
et al., 2003). Animais infectados no periodo de
creche e submetidos ao estresse de transporte e
alojamento na granja de terminagao terao grande
probabilidade de excretar Sa/monella sp. e apre-
sentar isolamento do microrganismo a partir das
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fezes. Entretanto, a excrecdo de Salmonella sp.
torna-se intermitente de modo rapido (NIELSEN
et al., 1995; VAN WINSEN et al., 2001), o que
pode levar a incerteza por ocasido de um teste
bacterioldgico negativo.

Por essa razao, o teste de ELISA-LPS para
deteccao de anticorpos contra Salmonella sp. tem
sido uma das ferramentas mais utilizadas em pro-
gramas de controle em varios paises (NIELSEN et
al., 1995; VAN DER GAAG et al., 2004). O teste
de ELISA fornece informacao sobre a exposi¢ao
prévia do lote a Salmonella sp., sendo o periodo
para a soroconversao de aproximadamente duas
semanas (NIELSEN et al., 1995; VAN DER
WOLF et al., 2001; VAN DER GAAG et al.,
2004). Essa caracteristica impede que o teste possa
ser utilizado para determinar a prevaléncia em um
curto espaco de tempo (HURD et al., 2002), pois
nem sempre representa a situacao atual do reba-
nho (SWANENBURG et al., 2001). Entretanto,
uma vez que tenha ocorrido a soroconversao, os
resultados no teste de ELISA ndo estdo sujeitos a
variacao que se observa no isolamento de Salmo-
nella sp. a partir das fezes.

No Brasil, KICH et al. (2007) desenvolve-
ram um teste de ELISA-LPS utilizando antigeno
de Salmonella Typhimurium, o qual apresenta
determinantes antigénicos comuns com 0S SOro-
vares mais isolados no Rio Grande do Sul e Santa
Catarina (BESSA et al., 2004; KICH et al., 2007).
O teste desenvolvido foi capaz de detectar tanto
animais inoculados artificialmente como contami-
nados naturalmente, demonstrando que pode ser
empregado em programas de controle no pais.

No presente estudo, observou-se que os
animais apresentaram resultados negativos para
isolamento de Salmonella sp. a partir de amostras
de fezes coletadas no dia de alojamento na granja.
Ao lado disso, apenas sete animais na Granja 1 e
trés suinos alojados na Granja 3 foram positivos
no teste de ELISA (Tabela 1). A combinagao dos
resultados de sorologia e isolamento permite supor
que as fases zootécnicas anteriores a terminac¢ao
ndo contribuiram de forma preponderante para a
infeccao dos animais.

No entanto, os lotes alojados nas Granjas 1
e 3 foram colocados em um ambiente em que se

constatou a existéncia de contaminacao residual
por Salmonella sp. De acordo com BERENDS
et al. (1996), o “problema Salmonella” ¢é basica-
mente um continuo ciclo orofecal. Dessa forma, a
constatacao de contaminagao residual, mesmo que
em apenas uma baia, representa risco de infec¢ao
de todo o lote de animais alojados. Isso porque os
animais, em contato com a contaminagao residual,
ao se infectarem, amplificardo a populagao de Sal-
monella sp. no seu trato gastrintestinal e excretarao
o microrganismo. As fezes dos animais excretores,
por sua vez, aumentarao a contaminagao ambiental
e serao fonte de infecgdo para animais alojados em
outras baias. A disseminag¢ao entre baias, por sua
vez, pode ocorrer por valas de escoamento de deje-
tos, lamina d’agua, insetos e roedores (BERENDS
etal., 1996; LO FO WONG et al., 2004; KICH et
al., 2005), ou mesmo pela propagacao via area a
curta distancia (OLIVEIRA et al., 2007).

LOFO WONG etal. (2004), ao avaliarem os
fatores de risco para infecgdo por Salmonella sp.
em lotes de terminagao na Europa, concluiram que
a producdo de suinos no sistema all in/all out nao
previne a introdu¢a@o de Salmonella sp. no rebanho,
mas pode ajudar a diminuir a contaminagao cruza-
da entre lotes e permitir a limpeza e desinfec¢do
antes da introdugao de novos animais. Entretanto,
se ndo houver um bom programa de desinfeccao,
haverd a presenca residual do agente e risco para
os lotes alojados posteriormente.

Na Granja 2 nao foi detectada a contami-
nacdo ambiental por Salmonella sp.. Entretanto,
constatou-se a presen¢a do microrganismo em
duas aliquotas de um dos lotes de racao fornecida
aos animais. A racdo tem sido um dos fatores de
risco mais referidos para a infeccao de lotes sui-
nos por Salmonella sp. A forma de apresentagao
da ragdo (farelada, liquida, ou peletizada) tem
influéncia na sobrevivéncia da Salmonella sp. an-
tes e durante a passagem pelo trato gastrintestinal
do animal (LO FO WONG et al., 2004; KICH et
al., 2005), ao passo que ragdes com presenga de
Salmonella sp. podem ser a fonte de infec¢ao para
todo o lote de animais (KICH et al., 2005; SILVA
et al., 20006).

Deve-se considerar que os planos de
amostragem de ragdo sdo um obstaculo para a
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detecg¢do de Salmonella sp., principalmente em
baixos niveis de contaminagdo. De acordo com
HURD et al. (2002), existem maiores chances
de detec¢do quando for utilizado um maior
numero de repeti¢des. Ao lado disso, € preciso
coletar uma amostra que seja representativa do
silo, contendo fra¢des em diferentes intervalos
durante o descarregamento da ra¢ao. No presente
estudo, buscou-se diminuir as dificuldades ine-
rentes a amostragem a partir da coleta de varias
fracdes do silo que, apdés homogeneizadas, foram
subdivididas em trés aliquotas para aumentar
a probabilidade de deteccdo de Salmonella sp.
Apesar disso, as 144 aliquotas analisadas foram
negativas no isolamento bacterioldgico. Em duas
amostras detectou-se Salmonella sp. por PCR.
A maior sensibilidade da PCR, principalmente
quando associada ao enriquecimento seletivo em
caldo Rappaport-Vassiliadis, ja foi relatada an-
teriormente (OLIVEIRA et al., 2003). Por outro
lado, a amplificagao obtida pode ser considerada
especifica, uma vez que produtos de tamanho es-
perado a partir do gene invA foram apontados por
RAHN et al. (1992) como presentes unicamente
no género Salmonella sp. Essa caracteristica le-
vou a indicacao do gene invA como um dos alvos
elegiveis para a detec¢do de Salmonella sp. por
PCR (MALORNY et al., 2003).

Seja devido ao contato com um ambiente
contaminado ou por terem sido alimentados com
racdo contaminada por Salmonella sp., os lotes
chegaram ao abate com elevado numero de ani-
mais soropositivos (94,6%) e uma parcela conside-
ravel de animais com isolamento de Salmonella sp.
a partir de linfonodos mesentéricos (52%) e con-
teudo intestinal (46,6%). Os animais portadores,
por sua vez, sdo fonte de infecg¢do para lotes que
chegam negativos ao frigorifico (SWANENBURG
et al., 2001). Ao lado disso, como ja amplamente
demonstrado, esses animais constituem o principal
fator de risco para a introdugdo de Salmonella sp.
na linha de processamento e para contaminagao
do produto final (SWANENBURG et al., 2001;
CASTAGNA et al., 2004).

BESSA et al. (2004) encontraram os so-
rovares Typhimurium, Bredeney e Agona como
os mais prevalentes em suinos abatidos no Rio
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Grande do Sul. No presente estudo, o sorovar
Bredeney foi o mais encontrado (64,3% dos iso-
lados), porém se notou uma grande variacao de
sorovares isolados entre os lotes amostrados. De
forma geral, observou-se a ocorréncia de mais de
um sorovar em todos os lotes, bem como uma va-
riacdo nos sorovares isolados a partir de linfonodos
mesentéricos e conteudo intestinal de animais de
um mesmo lote. A infec¢do com multiplos sorova-
res ¢ uma caracteristica que tem sido encontrada
tanto dentro de lotes de suinos como em amostras
colhidas de um mesmo animal (MICHAEL et
al., 2000; BESA et al., 2004; CASTAGNA et al.,
2004). Sem davida, essa ¢ mais uma indicagdo da
complexidade do ciclo de infecgdo e reinfecgao
por Salmonella sp. e da dificuldade em estabelecer
programas de controle efetivos.

Finalmente, o presente estudo demonstrou
que a combinacdo dos resultados do teste de
ELISA-LPS e do isolamento ¢ util para determinar
a fase critica de infecgao por Salmonella sp. e sua
amplificagdo. A partir da determinacao da fase cri-
tica, € possivel propor medidas de intervencao que,
também de acordo com os resultados encontrados,
devem iniciar por normas de biosseguranga, de-
sinfeccdo e controle da racao fornecida.
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