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RESUMO

O objetivo deste estudo foi comparar o indice de animais positivos
para Salmonella sp. no inicio da terminacdo e ao abate e identificar possiveis
fontes de contaminagdo. Em trés granjas terminadoras, foram coletados
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 racdo e amostras de sangue, linfonodos mesentéricos (LM) e contetdo
intestinal (Cl) dos animais ao abate. As amostras de sangue foram submetidas
a testes de ELISA-LPS para Salmonella Tiphymurium, enquanto nas demais
amostras pesquisou-se a presenca de Salmonella sp. As amostras de racéo
foram adicionalmente submetidas a técnica da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Todos animais foram negativos para presenca de
Salmonella sp. nas fezes no inicio da terminacdo, entretanto um pequeno
namero de animais foi positivo na sorologia. Em duas granjas, havia a
contaminacgao residual no ambiente, enquanto na terceira granja, em um dos
lotes de racéo, foi detectada a presenca de Salmonella sp. pela PCR. Ao abate,
acima de 90% dos animais foi positivo no teste de ELISA-LPS, sendo que, em
todos os lotes, encontrou-se um namero variavel (12-92%) de portadores em
LM e CI. A partir disso, concluiu-se que a terminacédo foi a fase critica para a
amplificacdo da infeccdo por Salmonella sp., sendo a presenca residual do
microrganismo na granja e o fornecimento de ragdo contaminada fontes
provaveis de infeccao.

! Dissertacédo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente
— Microbiologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (71p.) - Fevereiro 2005



Comparison of the presence of pigs carrying Salmonella sp. in the beginning of the finishing
phase and at the slaughter, in three farms in Rio Grande do Sul.!

Author: Monika Miller
Advisor: Prof* Marisa Ribeiro de Itapema Cardoso, PhD

ABSTRACT

The aim of this study was to compare the prevalence of positive
animals for Salmonella sp. in the beginning of the finishing phase and at
slaughter, and to identify the possible sources of contamination. In three
finishing farms, environmental swabs of the barns and grain elevators were
collected during the sanitary emptiness; samples of faeces and blood of the
animals on the day of housing; aliquots of all feed lots and samples of blood,
mesenteric lymph nodes (LM) and intestinal contents (CI) of the animals at
slaughter. The blood samples were submitted to a S. Typhimurium ELISA-LPS
test. Other samples were submitted to an Salmonella isolation protocol. Feed
samples were supplementary submitted to PCR. All animals were negative for
the presence of Salmonella sp. in the faeces on the beginning of the finishing
phase, but some animals were positive on serology. In two farms, residual
environment contamination were detected, and, in the third farm one of the feed
lots was Salmonella positive by PCR. At the slaughter, over 90% of the animals
were positive on the ELISA-LPS test and, in all cohorts, a variable number (12-
92%) of carrying animals in LM and CI were detected. From this on, it was
concluded that the finishing phase was critical for the amplification of
Salmonella infection, and the residual environmental contamination on farms as
well as Salmonella positive feed are probable infection sources.

! Master os Science Dissertation in Agricultural and Environmental
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1. INTRODUCAO

A partir do ano de 2001, o Brasil aumentou as exportacdes da carne
suina na ordem de 110,5% em relacdo ao ano de 2000, criando expectativa de
uma maior participacdo no mercado internacional. Entre os requisitos para uma
maior competitividade nas exportacdes, destaca-se a preocupacdo com
patdgenos que possam representar barreiras a comercializagdo, como é o caso
da presenca de Salmonella sp. nos produtos de origem animal. Associa-se a
isto, o fato de paises como a Dinamarca terem lancado, com sucesso,
programas de controle de Salmonella sp. em rebanhos suinos, estimulando
outros paises produtores a implementar medidas semelhantes.

Para estabelecer estratégias de controle € necessario reconhecer,
quantificar e qualificar a infeccdo na cadeia produtiva, além de testar
alternativas de controle. Duas preocupacdes estdo relacionadas com a
infeccdo por salmonelas em suinos: uma, com a manifestacéo clinica e outra,
pela presenca desse agente em carcacas e produtos que possam causar
toxinfeccbes em humanos. Os suinos portadores de sorovares de Salmonella
sp. que comumente ndo causam infeccdo clinica em suinos sdo o0s mais
importantes do ponto de vista da saude publica, pois sdo as principais fontes
de contaminacdo das carcacas nos abatedouros e passam desapercebidos

engquanto estdo na propriedade. A contaminacdo por Salmonella sp., por sua
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vez, possui um grande potencial de amplificacdo ao longo da cadeia produtiva,
uma vez que animais portadores contaminam o lote, os companheiros de
transporte ao abate e 0s novos grupos de animais no local de espera no
abatedouro.

Considerando todos estes fatores e tendo em vista que a Salmonella
sp. ja é investigada nos produtos de exportacdo pelos compradores e no Brasil
por alguns grandes empreendimentos de alimentacdo, € possivel afirmar que
ha razdes para nao retardar a implementacdo de medidas de controle efetivas
ao longo de toda a cadeia produtiva. Estas visam assegurar que a industria
forneca, ao consumidor, um produto absolutamente seguro, com boa qualidade
alimenticia e microbiologica.

As condicfes para conseguir estes objetivos dependem de algumas
atitudes, como: a atencdo a todos os estagios da cadeia produtiva; uso de
dados gerados pela pesquisa basica, que possam ser aplicados como
ferramentas para alcancar um controle de salmonelas no produto final; os quais
devem ser eficientes e de custo razoavel.

A partir dos estudos epidemioldgicos desenvolvidos mundialmente,
busca-se determinar os fatores envolvidos na contaminacdo dos animais.
Trabalhos realizados no Rio Grande do Sul tém encontrado uma alta
prevaléncia de animais portadores durante a terminacdo e ao abate,
demonstrando, também, que ha implicagcdo na contaminacdo das carcacas e
do produto final.

Embora ingredientes de origem vegetal também possam servir de

fonte de contaminacdo para os alimentos, a utilizacdo de farinhas de origem
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animal é apontada como a principal fonte de introducdo de Salmonella sp. A
contaminacdo dos componentes se da por (re)contaminacdo cruzada apos o
processamento, devido a falhas estruturais como a proximidade da fabrica com
a plataforma de desembarque para o abate. Como exemplo disso, tém-se
estudos onde foram encontrados 5,8% de amostras de ingredientes de origem
animal contaminados, destacando-se a farinha de carne e ossos bovina e os
concentrados. Em consequéncia, pesquisas estimam que 15 a 30% de todas
infeccbes no periodo de terminacdo podem ser atribuidas a (re)contaminacao
de racdo. Desta forma, € importante considerar que a contaminacao da racéo
nos silos ou comedouros pode ter um importante papel na propagacéao do ciclo
de contaminacao na granja.

Atualmente, o método padrédo para o isolamento de Salmonella sp. é
o isolamento bacteriolégico, que pode levar até 7 dias. Como alternativa, a
reacdo em cadeia da polimerase, que ja € aplicada em outros tipos de
amostras como sangue e soro, pode ser utilizada. O teste da reacdo em cadeia

pela polimerase pode ser util como um método de monitoramento mais rapido.

Ao acompanhar um lote de suinos em um sistema integrado do Rio Grande do
Sul, desde o nascimento até o abate, estudos concluiram que a infeccdo dos animais ocorria

na fase de terminacéo e que a ra¢cdo era uma das fontes de contaminacédo dos lotes.

Diante destes dados, o objetivo geral do presente estudo foi a
comparacdo da presenca de Salmonella sp. em suinos no inicio da fase de
terminacdo e ao abate e os objetivos especificos foram confirmar a fase de
terminacdo como critica para amplificagdo da infeccdo no sistema de producao
que vem sendo estudado, confirmar a ragcdo como possivel fonte de

contaminag@o e verificar a concordancia entre o isolamento microbiolégico
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convencional e a técnica da reacdo em cadeia pela polimerase, na deteccdo de

Salmonella sp. em racgdes.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Salmonella sp.

2.1.1.Caracteristicas gerais

O género Salmonella sp. € membro da familia Enterobacteriaceae
que compreende bacilos Gram negativos, nao produtores de esporos. A
maioria € movel, através de flagelos peritriquios, com excec¢ao dos sorovares
Gallinarum e Pullorum (Holt et al.,, 1994). Sdo anaerdbios facultativos,
geralmente ndo fermentam a lactose ou o fazem lentamente (Clarke & Gyles,
1993).

As Salmonella sp. sp produzem acido e freqiientemente gas (exceto
S. Typhymurium) a partir de D-glicose e outros carboidratos. Séao indol
negativas, produzem &acido sulfidrico (H,S) e sao capazes de utilizar o citrato
como unica fonte de carbono. A uréia ndo € hidrolisada e sdo capazes de

descarboxilar lisina e ornitina (Holt et al., 1994).

Resistem a dessecacdo e ao congelamento, possuindo a capacidade de
sobreviver no ambiente por anos (Wilcock & Schwartz, 1992). A temperatura ideal de
multiplicacdo é de 35-37°C (Franco & Landgraf, 1996), porém, apresentam crescimento numa

faixa de 7°C e 45°C. Para Jay (1992), o tempo de geracdo em temperaturas inferiores a 10°C é
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muito grande, mas esta capacidade de crescimento em temperaturas relativamente baixas
pode ser significativa onde a refrigeracdo quase néo existe e onde o tempo de armazenamento

do alimento na prateleira é prolongado.

O crescimento de Salmonella sp. ocorre em um pH 6timo entre 6,5 e
7,5, admitindo uma variacao entre 4,5 e 9,0. Valores inferiores a 4,1 inativam e
matam a Salmonella sp. (Tortora et al., 1993).

Existem 2.400 sorovares identificados de Salmonella sp. com vasta
distribuicdo na natureza (Schwartz, 2000), podendo estar presentes no trato
gastrintestinal de diversos animais, incluindo peixes, répteis, passaros e
mamiferos (Hirsh, 1990; Clarke & Gyles, 1993), tendo o homem e os animais
vertebrados como seus reservatérios primarios (Jay., 1992).

A Salmonella sp. recebeu este nome em homenagem ao Seu
descobridor, Daniel Salmon (Tortora et al., 1993). Salmon e Smith descreveram
a S. Choleraesuis como agente etiolégico de uma doenca infecciosa em
suinos, posteriormente identificada como sendo a Peste Suina Classica, em
que a S. Choleraesuis aparecia como agente secundario (Jubb et al., 1985).

A nomenclatura do género Salmonella sp. ainda ndo esta totalmente
definida. Pelo fato da classificacdo atual, baseada em caracteristicas
bioquimicas, apresentar pouca importancia pratica, € utilizado como rotina um
esquema de identificacdo denominado esquema de Kauffmann e White, que
divide o género em sorovares, tendo por base a composi¢do de seus antigenos
O (somatico), Vi (capsular) e H (flagelar) (Campos, 1999).

Tomando como exemplo o sorotipo Typhimurium a classificacido
atual apresenta a seguinte nomenclatura: Salmonella enterica subespécie

enterica sorotipo Typhimurium, mas formas simplificadas para representacéo
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tém sido usadas como Salmonella typhimurium (Salyers & Whitt, 1994), ou
ainda Salmonella sp. sorotipo Typhimurium (Clarke & Gyles, 1993), e

Salmonella Typhimurium (Campos, 1999).

2.1.2.Importancia

O amplo numero de sorovares de Salmonella sp. distribuido na
natureza pode ocasionar infec¢des entéricas e sistémicas (Esper et al., 1998).
A transmissdo pode acontecer entre animais, entre humanos e de animais para
humanos (Clarke & Gyles, 1993). Varios sorovares de Salmonella sp. sdo
adaptados a um hospedeiro especifico, como por exemplo, o Typhi a humanos,
o Choleraesuis a suinos e o Dublin a bovinos (Schwartz, 2000). Apesar de
adaptadas a determinada espécie animal os sorovares citados podem, sob
condicBes especiais, também causar sérias doencas em humanos (Blaha,
1997). Outros sorovares, como Salmonella Typhimurium, Salmonella Anatum e
Salmonella Newport podem infectar um amplo nimero de hospedeiros como
passaros e roedores, que passam a ser importantes fontes de disseminacao do
agente (Hirsh, 1990). A exemplo disto, tem-se o sorotipo Typhimurium que por
ter ampla distribuicdo, torna-se de mais dificil eliminacdo em um rebanho de
suinos em comparacdo com o sorotipo Choleraesuis mais adaptado a este

hospedeiro (Wilcock et al.,1976).

2.1.3.Importancia do género Salmonella sp. na seguranca alimentar

Atualmente, disponibilizar produtos livres de patégenos ou com

baixos niveis de contaminacdo tornou-se uma necessidade para entrar no
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mercado e 0s produtores de suinos que enviam ao mercado um alimento
seguro, podem obter vantagens na comercializacdo. Segundo Gorton et al.
(1996), a demanda de exportacdo para produtos suinos com baixo nivel ou

auséncia de patdgenos tende a crescer.

A transmissdo dos sorovares de Salmonella sp., adaptados ao humano, ocorre
geralmente pela agua e alimentos contaminados com fezes humanas, 0 que esta associado as
deficientes condi¢des sanitarias (Calzada et al., 1984). No caso dos sorovares de Salmonella
sp. hdo-adaptados, séo principalmente os alimentos de origem animal, a fonte mais importante
para a infeccdo de humanos (Zebral et al., 1974). A Salmonella sp. enterica € provavelmente o
mais importante patdgeno transmitido por alimentos carneos de origem suinas nos Estados
Unidos (Funk et al., 2001). A Salmonelose é também apontada como sendo uma das mais
importantes zoonoses em paises desenvolvidos (Fedorka-Cray et al., 1997).

Esta zoonose é considerada importante devido a doenca nos suinos, a
contaminacéo de carcacas e a contaminacdo de seus produtos (Wilcock & Schwartz, 1992). A
Salmonella sp. estabelece uma infecgdo no ser humano, que pode contaminar-se através do

manejo dos animais, ou a partir da ingestéo de produtos suinos (Sobestiansky et al., 1999).

Em humanos, os sintomas iniciais da doenca sdo nauseas e
vomitos, que ocorrem de 8 a 24 horas apdés a ingestdo do alimento
contaminado e, geralmente, ndo persistem apos o inicio da diarréia. Durante a
salmonelose aguda, as fezes podem conter um bilhdo de células de Salmonella
sp. por grama. Alguns sorovares de Salmonella sp. podem penetrar e ganhar
acesso a corrente sanguinea, causando bacteremia (Atlas, 1997), entretanto as
infecdes apresentam maior tendéncia de permanecerem localizadas.

A salmonelose vem aumentando gradativamente na populacéo
humana. Um dos fatores que contribui para a disseminacdo é o aumento do

consumo de produtos alimentares de origem animal. As enfermidades
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transmitidas por alimentos causadas por Salmonella sp. sdo consideradas um
dos mais importantes problemas de Saude Publica, tanto nos paises em
desenvolvimento como nos paises desenvolvidos (Jakabi et al., 1999).

Os suinos sé@o reconhecidos como reservatorios desses
microrganismos e utilizados como fonte de proteinas para populacdo humana.
Portanto, tém um papel preponderante nesses fendbmenos, porque funcionam

epidemiologicamente como portador higido (Zebral et al., 1974).

A carne suina é a fonte de proteina animal mais consumida no mundo,
representando 44% do consumo total, seguida das carnes bovinas (28%), de aves (24%) e de
outras carnes (4%). No Brasil, cerca de 70% da producéo suinicola é voltada para a producéo
de produtos industrializados, como presuntos, linglicas, defumados, salsichas e mortadelas

(Corréa et. al., 2003).

Conforme Hald & Wegener (1999), entre as fontes de infeccdes
humanas por Salmonella sp., 40-45% séo provenientes de ovos e 10-15% de
produtos suinos. A carne suina é responsavel por aproximadamente 15% de
todos os casos de salmonelose em humanos no leste Europeu e América do
Norte.

Pela legislacéo brasileira, Salmonella sp. tem que estar ausente em
25g da amostra de produtos suinos (ANVISA, 2001). Entretanto, existe uma
guantidade minima necesséaria do microorganismo para ocorréncia da doenca
em humanos. Esta quantidade, ou dose infectante, pode variar em funcao do
sorovar, da afinidade dos mesmos a determinadas espécies animais e do tipo
de alimento ingerido (Jakabi et al., 1999).

Segundo a Secretaria Estadual da Saude, no Rio Grande do Sul,

entre 1987 e 2000 foram investigados 1.298 surtos de doencas transmitidas por
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alimentos (DTA). Foi verificado que desde 1993, a salmonelose tem sido a DTA
de maior ocorréncia no Estado. No periodo 1987-2000, a Salmonella sp.
correspondeu a 34,1% do total de surtos investigados e 57,5% dos surtos com
0 agente etiolégico confirmado (Nadvorny et al., 2004)

A relacdo dos alimentos preparados com ovos, envolvidos em casos
de salmonelose em humanos € superior a relacdo de alimentos preparados
com carne de frango (Santos et al., 2003). A ocorréncia de surtos veiculados
por alimentos contendo carnes e derivados suinos tem sido pequena, apesar
de alguns estudos relatarem a presenca de Salmonella sp. em linguicas

(Castagna et al., 2002) e pernil suino (Bandeira et al., 2002).

2.2. Infecgéo por Salmonella sp. no suino

Em geral esta bactéria ndo causa doenca clinica em suinos (Van
Der Gaag et al.,, 2003), sendo poucos 0S sorovares que constituem causa
significativa de doenca como o Cholerasuis e o Typhimurium (Sobestiansky et
al., 1999).

Nos suinos a forma clinica pode se manifestar como uma septicemia
aguda ou uma enterocolite aguda ou crénica (Sobestiansky et al., 1999). No
Rio Grande do Sul, existem registros de formas entéricas e septicémicas

(Barcellos et al., 1984), o que ocorre também em outras areas do Brasil e do
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mundo. Suinos que sobrevivem a septicemia aguda podem desenvolver sinais
clinicos devido as lesdes localizadas como pneumonia, hepatite, enterocolite e,
ocasionalmente, meningoencefalite. Animais com enterocolite podem vir a
desenvolver um definhamento crénico (Schwartz, 2000). Os suinos podem
recuperar-se totalmente, mas alguns poderdao permanecer como portadores e

excretores intermitentes por meses (Wilcock & Schwartz, 1992).

A salmonelose septicémica ocorre freqiientemente apés o desmame dos suinos,
podendo aparecer em adultos, causando morte subita ou aborto. Os sinais clinicos
caracteristicos desta doenca sdo febre de 40,5 - 41,6°C e, apds o 4° dia, diarréia aquosa e
amarela com ou sem a presenca de sangue, falta de apetite, tosse e dificuldade de locomocéo.
A mortalidade ¢é alta e os suinos, sobrevivendo a esta infeccao, podem permanecer portadores
por um tempo variavel (Wilcock & Schwartz, 1992; Schwartz, 2000).

A maior ocorréncia em suinos desmamados pode ser devido a deficiéncia
imunolégica especifica ou pela auséncia da microbiota intestinal bem estabelecida (Jubb, et al.,
1985; Clarke & Gyles, 1993). Nos suinos mais jovens € mais dificil ocorrer a doenca devido a

protecao do colostro (Sobestiansky et al., 1999)

A Salmonella Typhimurium ¢é a principal responséavel pela
enterocolite. Dissemina-se rapidamente entre os suinos, mas a mortalidade é
baixa, afetando principalmente animais em torno dos quatro meses de idade.

O sinal clinico inicial da enterocolite € diarréia aquosa, amarelada,
inicialmente sem sangue ou muco. O sangue pode aparecer esporadicamente
nas fezes, mas ndo com a mesma intensidade que ocorre em desinterias
hemorragicas. Os suinos afetados apresentam-se febris, alimentam-se menos
e apresentam desidratacdo em decorréncia da severidade e duracdo da
diarréia. A mortalidade € baixa, ocorrendo somente apdés muitos dias de

diarréia. Os animais afetados apresentam, como maior lesdo, a enterite
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necrética, focal ou difusa e colite. Podem ainda ser encontrados o
espessamento da superficie mucosa do cdlon, ceco e ileo e, ainda, aumento
dos linfonodos mesentéricos, especialmente os ileocecais (Schwartz, 2000)

Por outro lado, animais portadores sdo componentes importantes na
epidemiologia da Salmonella sp. (Wilcock & Schwartz, 1992). Portadores séo
individuos que podem propagar um agente patogénico, direta ou indiretamente
e tornam-se importante fonte na transmissao de doencas em uma populacéo
(Torrence, 1997). A auséncia de sintomas da doenca pode ocorrer tanto em
humanos como em animais infectados com Salmonella sp. (Reynolds et al.,
1968). Uma dose relativamente baixa do microrganismo pode levar a este
estado de portador, que pode evoluir para um estado de excretor (Clarke &
Gyles, 1993).

Existem animais que podem excretar Salmonella sp., por meses ou
anos, nas fezes apOs a recuperacdo da doenca, sendo chamados de
portadores ativos. Outros ingerem o microrganismo, que passa pelo intestino
com pouca ou nenhuma invasdo para os linfonodos mesentéricos e séo
chamados de portadores passivos. Finalmente, existem os portadores latentes
que sao animais que apresentam Salmonella sp. em seus tecidos, mas
geralmente ndo excretam o microrganismo nas fezes, ou o fazem de forma
intermitente (Clarke & Gyles, 1993). O sistema linfatico dos suinos retém a
Salmonella sp. adquirida do meio e age como um indicador biolégico de que
suinos foram expostos a Salmonella sp. antes do abate (Langenegger et al.,

1983; Damman et al., 1999).
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Os portadores, por sua vez, podem contaminar o ambiente, os
equipamentos e contaminar as carcacas no abatedouro (Wilcock & Schwartz,
1992). Através da inspecdo da carne, os linfonodos contaminados com
Salmonella sp. podem ser expostos e transferirem o microrganismo para outras
partes da carcaca ocorrendo, assim, risco de contaminacdo cruzada (Moo et
al.,1980). Outros autores analisaram a ocorréncia de Salmonella sp. em
linfonodos que permaneciam intactos na carcaca e que representavam uma
forma de contaminacdo pds-morte do animal (Zebral et al., 1974; Alves et al.,
1994). Este fato € de suma importancia em saude publica uma vez que pode
existir consideravel nimero de animais portadores abatidos, representando
com isso risco para a populacédo (Costa et al., 1972; Alves et al., 1994). Weiss
et al. (1999), no Rio Grande do Sul, fizeram o primeiro isolamento de
Salmonella sp. em suinos de terminacdo, sem sintomas clinicos. A bactéria foi
encontrada em 6,4% das fezes coletadas na granja, 3,24% no contelddo
intestinal e 5,6% nos linfonodos. Segundo estudos realizados por Castagna et
al. (2004) os maiores indices de isolamento de Salmonella sp. foram obtidos a
partir de linfonodos mesentéricos (61%), seguido de conteddo intestinal

(55,5%) e linfonodos submandibulares e tonsilas ( 36,7%).

2.3. Epidemiologia da infeccdo por Salmonella sp. em suinos

Sao fontes relevantes na disseminacdo do microrganismo para 0S suinos: o
contato com as fezes de animais infectados, a inadequada limpeza e desinfeccao das baias, a
introducdo de animais portadores e alimentos contaminados com Salmonella sp. na granja e

componentes de racdo animal contaminados contendo subprodutos de leite e carne
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(Linton,1979; Hirsh, 1990; Sobestiansky et al.,1999). Nascimento & Silva (1994) relataram que
um dos mais importantes veiculos de introducdo de Salmonella sp. nos lotes avicolas € a
racdo, principalmente, nos componentes de origem animal, como farinhas de carne, de 0sso e
de penas. No entanto, é importante enfatizar que ingredientes de origem vegetal também
podem ser fonte de contaminacado para os alimentos (Schwartz, 2000).

Foram realizados diversos estudos comprovando a presenca de Salmonella sp.
em matérias-primas para fabricacdo de ragfes animais (Jacobs et al., 1963; Williams et al.,
1969; Harris et al., 1997). No Brasil, véarios trabalhos, analisando componentes das racoes,
consideraram as mesmas como possiveis fontes de Salmonella sp. para os animais (Silva et
al., 1973; Miranda et al. 1978;). Oliveira (1996) no Sul do Pais, avaliou os pontos criticos de
contaminacdo por Salmonella sp. em 5 etapas do processo de fabricacdo da farinha de
visceras, destinada a fabricacdo de racdes. A positividade foi de 70% no ponto A (inicio do
processo); 0% no ponto B (saida do digestor) e no ponto C (saida da prensa); 6,7% no ponto D
(esteira de moagem) e 16,7% no ponto E (silo). O autor relacionou a contaminacdo cruzada
observada, com fatores como: a ndo separacdo entre as zonas “suja e limpa”; o sistema de
conducdo da farinha, desde o digestor até o silo ser aberto; e ainda, pela proximidade da
fabrica de farinha de visceras com a plataforma de desembarque dos frangos para o abate.

Além da racgdo, os roedores sdo apontados como fonte de disseminagdo de
Salmonella sp. na granja (Reinolds et al., 1968). Schnurrenberger et al. (1968) isolaram
Salmonella sp. de diversos animais domésticos e silvestres de fazendas em lllinois, Estados
Unidos. Guiné et al. (1963) encontraram Salmonella sp. em ratos capturados préximos a
abatedouros e granjas de suinos. Caley (1972) constatou que roedores e lagartos poderiam
estar envolvidos na introducéo ou propagacdo de Salmonella sp. em granjas. Williams (1975)
mencionou que a infeccao por Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis em roedores &

bastante difundida.

Barber et al. (1999) pesquisaram Salmonella sp. em 3.564 amostras
provenientes de fezes de animais presentes em propriedades (gatos, caes,
roedores, passaros e suinos) além de agua, alimentos e ambiente. Foram

encontrados, entre os tipos diferentes de amostras, 157 positivas para
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Salmonella sp. A partir disto, demonstraram a ampla distribuicdo de Salmonella
sp. no ambiente da granja, sendo a distribuicdo e permanéncia do género
Salmonella sp. no ambiente mais um fator importante para a epidemiologia da
infeccdo dos suinos.

Diversos estudos, realizados no Laboratorio de Medicina Veterinaria
Preventiva da UFRGS, apontaram a presenca de Salmonella sp. na racao.
Segundo Bessa. (2001) muitos autores ja relataram que a Salmonella sp. entra
em contato com o animal sadio principalmente através da alimentacdo e que os
linfonodos mesentéricos agem como um filtro e uma barreira, tornando-se fonte
de propagacdo para a carne e para o produto final. Castagna et al. (2004)
relatam em seu trabalho que é importante mencionar que as salmonelas
presentes em ingredientes de racfes, mesmo em pequeno nuamero, podem
estabelecer uma contaminacdo em suinos. No estudo realizado por Kich,
(2004), em sua tese de doutorado, foram visitadas 65 granjas uma semana
antes do abate dos animais para aplicacdo de questionario e coletas de racéo e
sangue. A racao foi submetida a pesquisa de Salmonella sp. por isolamento e
pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Foram testados soros de
aproximadamente 40 leitdes de cada propriedade, utilizando o teste de ELISA
incluindo antigeno lipopolissacarideo do sorovar Typhimurium. A racéo, apesar
de ter sido positiva em duas propriedades, ndo pode ser identificada como um
fator de risco. Apés a analise de distribuicdo da prevaléncia, as granjas foram
classificadas em trés categorias: baixa (até 40%), média (40-70%) e alta (mais
de 70%). A alta soroprevaléncia esteve associada com 0 seguinte conjunto de

variaveis: nas granjas terminadoras, uso de racdo peletizada, distribuicdo de



25

dejetos a menos de 100m do local de captacdo de agua, ndo utilizacdo de
comedouro do modelo comedouro/bebedouro, transporte com freteiro
misturando animais de varias granjas; nas granjas de ciclo completo,
ingredientes de racdo desprotegidos de outros animais, auséncia de controle
de roedores, racao seca, auséncia de cerca, nao uso da pintura com cal apos
lavagem e desinfeccdo e a entrada de outras pessoas, além do técnico, na
granja. Das 65 granjas visitadas, 98,5% tinham animais positivos no teste de
ELISA, com prevaléncia variando entre 0 e 100%. J4 na dissertacdo de
mestrado realizada por Silva (2004), foi possivel identificar a terminacdo como
a fase de risco para infeccdo por Salmonella sp. em um sistema de producéo
acompanhado no sul do Brasil. Puderam ser identificadas 2/26 amostras de
racdo positivas para Salmonella sp., fornecidas ao lote de animais

acompanhado, sendo uma das provaveis fontes de contaminacdo dos animais.

2.4. Métodos diagndésticos

2.4.1 Isolamento do agente

O procedimento internacionalmente aceito para a deteccdo de Samonella é a
técnica microbiolégica convencional, preconizada pela Association of Official Analytical
Chemists (AOAC), Bacteriological Analytical Manual (BAM) e Organizagéo Internacional de
Epizootias (OIE). Embora esta técnica seja consagrada, possui algumas limitagcdes, como o
tempo requerido para o cultivo e para as caracterizagbes bioquimicas e antigénicas. Além
disto, os testes bacterioldgicos somente indicam se a Salmonella sp. enterica esta presente no
suino no momento da amostragem (Christensen. & Rudemo, 1998). Entretanto, o isolamento é
a alternativa de eleicdo no controle de alimentos e ragfes, além de fornecer dados

epidemioldgicos a respeito do sorovar isolado e a resisténcia a antimicrobianos.
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O crescimento em meio artificial, por si s, resulta de uma pressao de selecdo que
nem todos microrganismos sdo capazes de ultrapassar. Como exemplo, estudos da
composicao microbiana de amostras do meio ambiente revelaram que somente uma fracéo do
total de espécies de bactérias é capaz de crescer em meio artificial (Ward et al., 1990, Amann
et al., 1991, Liesack & Stackenbrandt, 1992).

Além disso, algumas células de Salmonella sp. podem estar lesadas pelo
processamento ou condigbes ambientais, dificultando o crescimento em meios de cultura
(Varnam & Evans, 1991). Ainda segundo Van Der Wolf et al. (2001), diferencas podem ser
causadas pelo local de amostragem (granja ou frigorifico), delineamento de amostragem
(volume e numero de coletas), procedimentos de diagnéstico (pools e método de cultivo) e
pode ocorrer ainda que a presenca de bactérias interferentes nas amostras mascarem a

presenca de Salmonella sp. (Fierens & Huyghebaert, 1996).

2.4.2.Fases do isolamento

Segundo Oliveira (2000) a técnica microbiolégica convencional pode incluir um
passo de pré-enriqguecimento ou comecar diretamente no enriguecimento seletivo. O pré-
enriquecimento visa a recuperacé@o de salmonelas lesionadas e o enriquecimento seletivo visa
a inibicdo de microrganismos que competem com a Salmonella sp.

De acordo com Silva (1999), fezes, sangue ou outros materiais podem ser
semeados em muitos meios de cultura seletivos (agar X.L.D., agar S.S., agar verde brilhante,
entre outros), bem como em diferentes caldos de enriqguecimento como o selenito-cistina,
tetrationato, etc. Qualquer crescimento nos meios de enriquecimento deve ser
subseqiientemente subcultivado em placas com meio sélido. As rea¢Bes bioquimicas dos
microrganismos suspeitos sdo entdo determinadas e, apés, deve-se fazer a confirmacédo pela

andlise dos antigenos O e Vi usando anti-soros especificos polivalentes.



27

2.4.2.1. Etapa de pré-enriquecimento nao seletivo

Na analise de fezes, quando esta etapa é utilizada, normalmente o pré-
enriquecimento em meio n&o seletivo (primeira etapa) é feito em Agua Peptonada Tamponada.
Nesta etapa amostras de 25g séo incubadas a 37°C (Bager & Petersen, 1991; Cherrington &
In"t Velt, 1993). Alguns autores ndo fazem o pré-enriquecimento (Calderon & Furlanetto, 1991),
no entanto utilizam uma quantidade menor de amostra (10g), a qual é colocada diretamente no
enriquecimento seletivo (segunda etapa), sempre mantendo a relagdo de volume indicada para
o caldo em questao, 1:10 ou 1:100.

Esta etapa inicial é utilizada para permitir que as células bacterianas, quando
lesadas, possam recuperar-se e multiplicar. O que eleva, desta forma, o nimero de Salmonella
sp. que serdo inoculadas nos meios de enriguecimento seletivo. Consequentemente, a
probabilidade de que Salmonella sp. permanegam viaveis apos esta segunda etapa sera maior
(Nielsen & Baggesen, 1997). Em alimentos, que nao sofreram tratamento térmico, considera-se
que as células de Salmonella sp. ndo se apresentam lesadas e, desta forma, ndo seria
necessario o uso de pré-enriquecimento (Fagerberg & Avens, 1976). Ao contrario, o pré-
enriguecimento das amostras de fezes pode permitir uma melhor deteccdo de Salmonella sp.,
a exemplo do que ocorre com outros materiais como amostras ambientais e de racéo, nos
quais as células bacterianas podem estar lesadas devido a falta de umidade e efeito potencial
de desinfetantes (Nielsen & Baggesen, 1997; Kim et al, 1999).

O tempo de incubacéo desta etapa, na maioria dos métodos, fica em torno de 20-

24 h, mas sao citados também periodos menores, de 16 h (Bager & Petersen, 1991).

2.4.2.2. Etapa de enriquecimento seletivo

Esta etapa permite o crescimento preferencial de Salmonella sp. e tem sua

eficiéncia afetada pelo meio utilizado, o volume do inéculo proveniente do pré-enriquecimento,

0 tempo e a temperatura de incubacéo (Fagerberg & Avens, 1976; Bager & Petersen, 1991,
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Calderon & Furlanetto, 1991), bem como pela matéria organica e microbiota presentes
(Sharma & Parker, 1969; June et al, 1995).

Os meios de enriquecimento seletivo inibem o crescimento de outras bactérias
que nao Salmonella sp., geralmente através de compostos téxicos, do pH e da presséo
osmotica. Tais fatores podem estar presentes de forma isolada ou combinada nos meios
(Bager & Petersen, 1991).

O meio ideal, portanto, ndo deve ser inibitério a Salmonella sp., permitindo que
esta se multiplique até niveis detectaveis, e ser suficientemente seletivo para evitar um grande
crescimento da microbiota competitiva (Beckers et al., 1987), que no meio sélido pode dificultar
o isolamento do patégeno.

A microbiota competitiva, principalmente algumas espécies da familia
Enterobacteriaceae, constituem-se em um grande problema tanto para o isolamento como na
identificacdo de Salmonella sp. Portanto, o uso de uma etapa de enriquecimento seletivo
demonstra-se indispensavel, até mesmo para os mais modernos sistemas de detec¢do de
Salmonella sp. (Arroyo & Arroyo, 1995). Alguns dos meios mais utilizados tém sido o caldo
Selenito, o caldo Tetrationato, e o caldo Rappaport-Vassiliadis (Bager & Petersen, 1991).

Bello-Pérez (1993) enfatiza a importancia dos meios de enriquecimento seletivo e,
da mesma forma como Vassiliadis et al.(1987) e Bager & Petersen (1991), recomendam 0 uso
de pelo menos dois tipos de meios para enriquecimento seletivo, pois de acordo com seu

estudo, os caldos ndo recuperam com igualdade os sorotipos de Salmonella sp.

2.4.2.3 Etapa de semeadura em meio solido seletivo

A eficiéncia da etapa de enriquecimento seletivo permite uma melhor recuperacéo
(com diminuicdo de falso-negativo e falso-positivo) de Salmonella sp. nos meios sélidos
seletivos. A semeadura de aliquotas dos caldos de enriquecimento seletivo, em meios solidos,
constitui a terceira etapa do isolamento destas bactérias. Quanto maior for a seletividade obtida

na etapa de enriquecimento seletivo, menor sera o crescimento de microrganismos



29

competidores no agar, e melhor serdo as condi¢cbes para o isolamento de Salmonella sp.
(Sherrod et al., 1995).

Segundo Tate et al. (1990) o crescimento em numero elevado destes
competidores no agar pode mascarar as Salmonella sp., quando estas ndo estiverem
presentes em nimero de coldnias elevado. O agar, desta forma, deve apresentar um nivel de
seletividade que diminua o crescimento destas bactérias competidoras, as quais nao foram
inibidas na etapa anterior (Sherrod et al., 1995), exercendo o minimo possivel de inibicao sobre
a Salmonella sp. (Fagerberg & Avens, 1976).

O agar, além de ser seletivo, deve ainda conter um sistema confiavel que permita
a diferenciacdo das coldnias de Salmonella sp. das outras bactérias (Rappold & Bolderdijk,
1979).

Miller et al. (1991) sugerem o uso de mais de um meio seletivo, pois alguns
sorotipos de Salmonella sp. podem ser sensiveis ao inibidor presente em determinado meio. O
uso de um meio adicional poderia permitir o isolamento do sorotipo que nado foi detectado
através de outro meio. Esta associac¢do diminuiria, assim, os falsos-negativos.

Os meios seletivos consistem geralmente de um meio nutricional basico
adicionado de corantes, antibidticos, sais biliares e/ou outros inibidores quimicos do
crescimento de microrganismos indesejaveis, e um sistema indicador que, através da
coloragdo das colbnias, indique quais possivelmente sejam Salmonella sp. (Fagerberg &
Avens, 1976). Em sua maioria, a diferenciagdo das coldonias de Salmonella sp. das
acompanhantes ocorre pela producdo de acido sulfidrico, ou utilizacdo de aclUcares como
lactose (Sherrod et al., 1995; Fagerberg & Avens, 1976).

De acordo com Busse (1995) os meios solidos seletivos podem ser classificados
de acordo com o agente seletivo utilizado em meios contendo sais biliares (agar Citrato
Desioxicolato, Salmonella-Shiguella, Hektoen Entérico, Xilose Lisina Desoxicolato, Rambach),
verde brilhante (agar verde brilhante, verde brilhante Manitol Lisina Cristal Violeta) e bismuto
sulfito (agar Bismuto Sulfito). Atualmente novos meios tém sido formulados, através da adi¢éo

de substratos cromogénicos, com o objetivo de permitir um melhor isolamento de Salmonella
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sp. e um sistema indicador mais eficiente (Cooke et al., 1999). O agar Verde Brilhante é
normalmente utilizado em laboratérios de diagndstico veterinario (Nielsen & Baggesen, 1997).

O sistema indicador destes meios, como o Verde Brilhante Vermelho de Fenol
Lactose sacarose (VB), utiliza a capacidade dos microrganismos degradarem ou nao a lactose
e sacarose. A degradacédo do acuUcar resulta na acidificacdo do meio, sendo visualizada através
da viragem do indicador vermelho de fenol para amarelo. Microrganismos que ndo utilizam tais
acucares irdo alcalinizar o meio através dos produtos finais do metabolismo das peptonas, com
o desenvolvimento de uma coloracdo vermelho intensa. Como Salmonella sp. ndo fermentam
tais acUcares, suas coldnias terdo uma coloragéo rosa forte, com um halo vermelho intenso no
agar, apresentando-se ainda como colbnias translicidas (Fagerberg & Avens, 1976).

Miller et al. (1991) propSem a utilizagdo de um meio no qual a base agar Xilose
Lisina foi acrescentado um agente surfactante, o Tergitol 4. Este meio, denominado Xilose
Lisina Tergitol 4 (XLT4), inibe o crescimento de competidores como Proteus sp. |,
Pseudomonas sp. , e Providencia sp. , 0 que permite um melhor isolamento de Salmonella sp.,
diminuindo assim os falsos-negativos.

Detecta-se Salmonella sp. neste meio pela producdo de acido sulfidrico (H,S)
formado pela degradacdo do tiossulfato de sédio que reage com ions férricos presentes no
meio, formando um precipitado preto nas colénias, o sulfeto ferroso (Ribeiro e Soares, 1993).
Além disso, a base do meio ainda contém lisina, a qual a Salmonella sp. é capaz de degradar
até cadaverina, provocando a elevagéo do pH do meio, visualizada pelo halo violeta produzido
pela viragem do indicador de vermelho de fenol.

Rambach (1990) desenvolveu um meio, agar Rambach (RA), que permite a
identificagcdo de colbnias de Salmonella sp. através de outra caracteristica fenotipica: a
formagdo de acido a partir de propilenoglicol. Coldnias positivas desenvolveriam uma coloragao
rosa avermelhada. Outros microrganismos, principalmente os entéricos, seriam diferenciados
através do substrato cromogénico que permite a deteccdo da producdo da enzima (-D-
galactosidase, resultando em col6nias azuis. No entanto, algumas Salmonella sp. podem néo
degradar o propilenoglicol, ndo produzindo a coloracédo vermelha caracteristica (Gruenewald et

al., 1991)
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Dusch & Altwegg (1995) encontraram melhores resultados com a utilizacdo do
agar XLT4, em relacdo ao agar RA. O XLT4 além de ter apresentado maior sensibilidade, foi
mais especifico, sendo indicado por estes autores para recuperacdo de Salmonella sp. ndo
tifdides a partir de fezes. Em estudo realizado por Michael (2000), a metodologia mais eficiente
para o isolamento de Salmonella sp. a partir de fezes de suinos foi o isolamento em agar XLT4

e VB.

2.4.2.4. Confirmacao

As colbnias supostamente classificadas como Salmonella sp. (tipicas ou atipicas),
encontradas nos meios solidos, sdo submetidas a uma triagem bioquimica (quarta etapa).
Testes como agar Ferro Lisina (LIA) e agar Ferro Triplice Aclcar (TSI) sédo utilizados como
triagem inicial, a partir dos quais faz-se entdo uma série de provas bioquimicas adicionais,
entre estas: citrato, fermentacdo de dulcitol, lactose e sacarose, crescimento em KCN,
malonato, vermelho de metila, Voges-Proskauer, SIM, urease (Helrich, 1990), ou ainda
fenilalanina desaminase, B-galactosidase (ONPG), fermentacéo de adonitol, rafinose e salicina
(Kelly et al., 1985). Se estes ainda forem indicativos para Salmonella sp., entdo é realizado a
confirmagédo (quinta etapa), através da sorologia (Silva, 1977), necessaria para complementar
os resultados obtidos pelos testes bioquimicos, pois tanto estes como o teste sorolégico nédo
sdo especificos para Salmonella sp. (Banwart, 1989).

A sorologia realizada através da técnica de aglutinagdo utiliza soros polivalentes
gue provocam a reacao de aglutinacdo pela presenca de anticorpos contra antigenos O, por
exemplo, soro polivalente somatico.

ApOs estas cinco etapas que constituem os principios basicos dos métodos de
cultura convencionais, obtem-se entdo o diagnéstico final (Nielsen & Baggesen, 1997). No
entanto, a realiza¢@o da sorotipagem confere ao reultado um maior valor epidemioldgico. Desta
forma, através do esquema Kauffmann-White a Salmonella sp. é classificada de acordo com a

presenca dos antigenos sométicos, capsulares e flagelares (Campos, 1999).
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Este esquema € o mais adotado em microbiologia de alimentos e
classifica as linhagens, dividindo o género em tipos sorolégicos baseado nos
antigenos somaticos (O), flagelares (H) e capsulares (Vi) (Clarke & Gyles,
1993; Franco & Landgraf, 1996). Os antigenos O, associados com a parede
celular e de constituicdo polissacaridica, caracterizam o0s sorogrupos de
Salmonella e sdo designados por numeros arabicos (Ekperigin & Nagaraja,
1998). Os antigenos flagelares, associados aos flagelos peritriquios, podem
ocorrer em duas fases, denominadas 1 e 2 (Campos, 1999). A fase 1 é
indicada por letras minUsculas de “a” a “z”, aparecendo esta Ultima letra,
algumas vezes, associadas a expoentes numeéricos, por serem 0s antigenos
flagelares mais numerosos que as letras do alfabeto. A fase 2 é designada por
numerais arabicos (1-12) (Campos, 1999; Old & Threlfall, 1998). O antigeno Vi
€ encontrado apenas em trés sorotipos: S. typhi, S. paratyphi C e S. dublin
(Campos, 1999).

Tomando como exemplo o sorotipo Typhimurium a classificacao
atual apresenta a seguinte nomenclatura: Salmonella enterica subespécie
enterica sorotipo Typhimurium, mas formas simplificadas para representacéo
tém sido usadas como Salmonella typhimurium (Salyers & Whitt, 1994), ou
ainda Salmonella sorotipo Typhimurium (Clarke & Gyles, 1993), e Salmonella

Typhimurium (Campos, 1999).

2.4.3. Reacgdo em cadeia da polimerase (PCR)

Stone et al. (1994) relataram que o diagndstico de infec¢des por Salmonella sp. é

baseado primariamente no método tradicional de cultivo e identificagdo deste microrganismo
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que, além de trabalhoso, pode demorar até sete dias. Além disso, poucas células de
Salmonella sp. ndo sédo detectaveis em certas amostras clinicas. A utilizacdo de técnicas de
biologia molecular, como a PCR, diminui o tempo necessario para detec¢do e identificacdo de
varios dias para poucas horas (Rahn et al., 1992; Cohen et al., 1993).

Bennet et al. (1998) relataram a dificuldade de detectar salmonelas que séo
consideradas atipicas, pois produzem colbnias que ndo apresentam caracteristicas de
Salmonella sp. e, podem ser descartadas pela metodologia convencional. Acredita-se que tais
isolados atipicos ndo ocorram freqientemente, porém isto pode denotar a incapacidade de
detecta-los. Além de caracteristicas morfolégicas incomuns, as salmonelas podem apresentar
variacdes quanto a utilizacdo de substratos bioquimicos, podendo induzir a resultados falso-
negativos. Como a PCR independe de variacbes fenotipicas, ndo é vulneravel a tais reacdes
atipicas, evitando os resultados falso-negativos fornecidos pela técnica microbiolégica
convencional (Hoorfar et al., 1999).

Segundo trabalho realizado por Hoorfar et al. (1999), isolados que nao puderam
ser confirmados como Salmonella sp. pela sorologia, por se apresentarem rugosos, foram
detectados pela PCR realizada com iniciadores especificos para este género, além de serem
identificados, em nivel de sorogrupo, pela PCR especifica para os mesmos. Alguns isolados,
identificados bioquimicamente como Salmonella sp. podem perder os antigenos O, sendo
chamados de rugosos, o que impossibilita a identificacdo final da Salmonella sp., pela
caracterizagdo antigénica, porém a PCR ndo depende da expressdo desses antigenos,
podendo fornecer resultados definitivos. Além disso, a caracterizacdo antigénica das
salmonelas pode ser dificultada por reacGes soroldgicas cruzadas com outras enterobactérias,
tais como Proteus sp., Morganella sp. e Citrobacter freundii (Arroyo & Arroyo, 1995), o que nao

ocorreu quando estas bactérias foram testadas pela PCR (Rahn et al., 1992).

A Organizacdo Mundial da Saude (1998) apud Stone et al. (1994),
afirma que muitos fatores podem interferir no isolamento de sorovares de
Salmonella sp. oriundos de amostras clinicas, como a competicdo com outros

microrganismos, a administracdo de antibioticos, que pode retardar o
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crescimento da Salmonella sp., e a eliminacdo de salmonelas de maneira
intermitente e em baixo nimero, particularmente no caso dos portadores.

A expectativa das técnicas de amplificacdo de acidos nucléicos “in
vitro” € a substituicdo do processo biolégico de multiplicacdo pela amplificacédo
enzimatica de sequéncias especificas de acidos nucléicos. A técnica de
Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) possui uma significativa vantagem
sobre o cultivo “in vitro”: as técnicas de amplificacdo de &cidos nucleicos néo
sdo limitadas pela capacidade do organismo crescer em cultura e a
caracterizagdo do amplicon pode prover importantes informacdes
epidemioldgicas e evolutivas.

A utilidade da deteccdo de microrganismos através da PCR em
amostras de alimentos, clinicas e ambientais € limitada, em parte, pela
presenca de substancias que inibem a PCR ou reduzem a eficiéncia de
amplificacdo. Os inibidores da PCR podem agir através de um ou mais dos
seguintes mecanismos: interferéncia no passo de lise da célula, degradacédo ou
captura dos acidos nucléicos e inativacdo da DNA polimerase termoestavel (Al-
Soud & Radstrom, 1998).

Os mesmos autores citaram varias substancias que tém sido
descritas como inibidoras da PCR, tais como: sais biliares nas fezes, grupo
heme no sangue, substancias humicas no solo, proteinases no leite e uréia na
urina. Diferentes técnicas tém sido empregadas para reduzir o efeito dos
inibidores da PCR e/ou para separar microrganismos dos inibidores da PCR.
Por exemplo, calor, centrifugacdo por gradiente de densidade, diluicéo,

métodos de extracdo de DNA, enriquecimento, filtracdo e técnicas
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imunoldgicas tém sido usadas para facilitar a PCR. A DNA polimerase
termoestavel é, talvez, o alvo mais importante dos inibidores da PCR. A
polimerase mais usada na PCR para deteccdo de microrganismos é a Taq
DNA polimerase. A polimerase pode ser degradada por proteinases, pelo fenol
e por detergentes, ou, inibida pelo bloqueio do seu sitio ativo.

Rossen et al. (1992) também demonstraram a existéncia da inibicdo
da PCR pela proteina e gordura dos alimentos, componentes dos meios de
cultivo e varios reagentes utilizados na extracdo do DNA (detergentes, lisozima,
hidroxido de sédio, alcoois, EGTA e EDTA). Contudo, concluiram que somente
uma fracdo de uma amostra ou solucdo de extracdo € transferida para a PCR,
0 que significa que muito poucas substancias chegam a concentracfes que
possam, realmente, inibir a reacdo. Em alguns casos, é possivel fazer a PCR
diretamente da amostra, sem nenhum procedimento de extracdo, ou pode ser
precedida por um curto periodo de aquecimento. Entretanto, procedimentos de
extracdo tém sido apresentados para melhorar o desempenho da PCR a partir
de vérios tipos de amostras.

Stone et al. (1994) demonstraram que um enriquecimento anterior a
execucdo da técnica de PCR nao so diluiu os inibidores como aumentou o
namero de microrganismos. Esta combinacdo requer pouca manipulacdo da
amostra e ainda é aplicavel a maioria dos laboratorios de deteccéo rapida de
sorovares de Salmonella sp.

Teoricamente, a PCR pode detectar uma uUnica copia de DNA, o que
faz com que a sensibilidade do método seja limitada pela capacidade de

recuperacdo das sequéncias alvo (Nguyen et al., 1994). Assim, métodos
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apropriados de extracdo de DNA, combinando centrifugacbes e filtragens
podem permitir que a PCR reconheca um determinado microrganismo, mesmo
gue este esteja em pequeno namero.

O enriguecimento nao seletivo elou seletivo das amostras,
combinado com a PCR, tem sido aplicado para deteccdo de muitas bactérias
em uma grande variedade de alimentos (Candrian, 1995), com o objetivo de
diluir os inibidores e aumentar a sensibilidade (Fluit et al., 1993).

Segundo Galan et al. (1992), o invA é um gene de Salmonella sp.
qgue codifica uma proteina de invasdo celular, sendo o primeiro gene de um
operon contendo trés ou, possivelmente, mais genes presentes e funcionais na
maioria, sendo em todos os sorovares de Salmonella sp.

Conforme o estudo de Rahn et al. (1992), usando um par de
iniciadores homélogos ao gene invA, a PCR amplificou o DNA de 626 das 630
culturas de Salmonella sp. testadas, com uma sensibilidade de 99,4%. No
mesmo trabalho, para avaliar especificidade, foram testados os DNAs de 142
culturas de outros 21 géneros bacterianos, onde nenhum foi amplificado
especificamente. Os mesmos autores afirmaram que a PCR é uma técnica
efetiva, rapida e sensivel para deteccédo do gene invA de Salmonella sp.

Recentemente, um projeto de validacdo e padronizacdo da PCR
para deteccdo de Salmonella sp. avaliou quatro pares de iniciadores
especificos para este género. O par de iniciadores 139-141, que amplifica um
segmento de 284 pb do gene invA, descrito por Rahn et al. (1992), foi
considerado o mais seletivo, sendo proposto como padréo internacional para

deteccao de Salmonella sp. (Malorny et al., 2003).
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2.4.4. Pesquisa de anticorpos

O elemento chave de um programa de controle € uma rapida e correta
identificacdo de rebanhos com alta soroprevaléncia (Alban et al., 2002). Assim, se o objetivo for
identificar todos rebanhos que foram expostos a Salmonella sp., a sorologia pode ser aplicada
ao invés de analise de amostras fecais (Sandberg et al., 2002).

Segundo Kich (2004) paises como a Dinamarca vem desenvolvendo programas
intensivos de controle de Salmonella sp., baseados em monitoramentos soroldgico de lotes
terminados e classificagdo de granjas de acordo com o nivel de infecgdo. A implementacéo
destes programas exige métodos rapidos e baratos para determinacdo do padrédo de infeccéo
nos rebanhos. Em estudos realizados no Brasil, concluiu-se que o ELISA indireto utilizando
antigeno somatico do sorovar Typhimurium, que possui antigenos comuns aos sorovares
prevalentes na Regido Sul do Brasil (Bessa et al., 2001) apresenta-se como uma ferramenta
adequada para a determinacéo da severidade da infec¢éo e identificacdo dos fatores de risco
associados

Em estudo realizado por Loguercio et al. (2002) o teste de ELISA apresentou uma
correlacdo de resultados muito grande em relacdo a metodologia convencional de deteccéo e
isolamento de Salmonella sp. em alimentos, com a vantagem de ser mais rapido e de alta
sensibilidade, diminuindo o tempo do resultado de quatro para dois dias. Além disso, em outro
estudo conduzido por Davies, et al. (2003), chegou-se a conclusdo que um “pool de soros” ou
amostras de suco de carne podem ser usadas como um substituto mais barato do que a
monitoracao sorologica de granjas para Salmonella sp.

O periodo de soroconversao, para atingir niveis de anticorpos detectaveis apés a
infeccdo, € de mais ou menos duas semanas (Van Der Wolf et al., 2001; Van Der Gaag et al.,
2003).

Esta caracteristica impede que o teste possa ser utilizado para determinar a
prevaléncia em um curto espaco de tempo (Hurd et al., 2002), pois hem sempre representaria o

status atual do rebanho (Swanenburg et al., 2001).
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Além disso, o ELISA nao pode ser utilizado como teste individual, uma vez que
nem todos os suinos soroconvertem apds inoculagdo ou enquanto excretam Salmonella sp.
nas fezes. Isto foi demonstrado em estudo no qual a soroconversao iniciou no sétimo dia pos-
inoculacao.

No 22° dia pés-infeccdo, 86% dos suinos eram sorolégicamente positivos
enquanto 3% dos animais ndo soroconverteram (Nielsen et al., 1995). Em outro trabalho,
observou-se que os animais passaram a apresentar sorologia positiva 14 dias apés inoculagéo,
mas nao reagiram homogeneamente frente a dois testes de ELISA (Van Winsen et al., 2001).

Porém, observa-se que, diferentemente da excre¢éo intermitente de Salmonella
sp. nas fezes, niveis de anticorpos no soro nao flutuam diariamente (Galland et al., 2000), de
forma que a prolongada resposta do ELISA tem potencial de detectar animais carreadores
(Nielsen et al., 1995).

Mas, também pode ocorrer que, uma vez recuperado, o animal possa permanecer

portador e tornar-se sorologicamente negativo (Van Der Gaag et al., 2003).



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Delineamento experimental

Foi conduzido um estudo longitudinal, entre outubro de 2003 e fevereiro de 2004,
gue acompanhou trés lotes de suinos em fase de terminacéo, alojados em duas propriedades
localizadas no municipio de S&o Sebastido do Cai e uma em Feliz, sendo que cada granja
tinha capacidade para alojar 300 animais, em média. Foram coletadas amostras dos animais
aleatoriamente, sendo sempre de 25 animais por granja. Todas as granjas adotavam um
manejo de vazio sanitario (“all in/all out”) e forneciam aos animais racéo recebida da empresa
integradora. Os lotes foram monitorados quanto ao seu status em relacdo a infecgéo por
Salmonella sp. no inicio da terminagéo e ao abate. Da mesma forma, foi monitorado o status de
contaminacdo do ambiente da granja, antes do alojamento dos animais, e dos lotes de racéo
fornecidos aos animais durante todo o periodo de terminacéo.

Paralelamente, foi comparada a deteccdo de Salmonella sp. em amostras de
racdo através da técnica de isolamento e pela reacao em cadeia da polimerase . Para tanto, as
mesmas amostras de racao foram submetidas as duas técnicas, sendo portanto, amostras nao-

independentes.

3.2. Coleta de amostras dos silos e do ambiente

Foram realizadas amostragens dos silos e das baias dos animais, ap0s a

desinfeccdo da granja e dez dias antes do alojamento dos animais. Para amostragem dos silos,

que estavam vazios, foram coletados Vvarios suabes, em &rea aproximada de 100 cm’ da
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superficie interna dos mesmos, que foram colocados num mesmo saco plastico, dando origem
a um “pool” de amostras por granja. Para amostragem do ambiente, coletaram-se +/- 6 suabes
por baia de 5 baias, estes 6 suabes também foram processados em “pools”. Cada 6 suabes
correspondiam a um “pool” As amostras, foram identificadas e conservadas sob refrigeracéo

até a chegada ao laboratério.

3.3. Coleta de amostras dos animais no inicio da terminagao

A coleta foi realizada em outubro de 2003, no dia em que os animais foram
alojados, sendo amostradas fezes e sangue de 25 animais por granja. O niamero de animais
amostrados foi determinado, considerando-se uma populagédo de 300 animais, um intervalo de
confianca de 90%, uma prevaléncia esperada de 30% e um erro relativo de 50% (Toma et al.,
1986). No caso das fezes, foram coletadas no minimo 100 gramas de cada animal para o
processamento microbiolégico. Coletaram-se fezes de 5 animais em 5 baias distintas que,
posteriormente, foram processadas em forma de “pool” de fezes de 5 animais. Assim, de cada
propriedade foram obtidas 5 “pools” de fezes, totalizando 15 amostras. As fezes colhidas foram
acondicionadas em sacos plasticos, identificadas e mantidas sob refrigeracao até a chegada ao
laboratdrio.

O sangue foi coletado também de 25 animais por granja, porém foram
processados separadamente, totalizando 75 amostras. As amostras de sangue foram
coletadas da jugular dos animais com seringas de 10 mL, identificadas e mantidas sob
refrigeracdo até a chegada ao laboratério. Essas amostras foram centrifugadas a 600 x g por

10 minutos e o soro congelado para posterior analise sorolégica.

3.4. Coleta de amostras de racéo

Durante o periodo de terminacéo, entre novembro de 2003 e janeiro de 2004, as

granjas incluidas no estudo receberam cerca de 15 lotes de ragdo, sendo todas amostras

coletadas pelo proprietario da granja em sacos plasticos. Para tanto, a ragdo, ao ser



41

descarregada no silo, tinha varias por¢cbes coletadas na tentativa de abranger diferentes
fracdes do total do lote mas, resultando em apenas um saco contendo racdo. As amostras,
acondicionadas em sacos plasticos, foram identificadas de acordo com a data de recebimento
na propriedade e lote de producédo. Cada saco plastico continha 200 gramas de racédo e de
cada saco foram retiradas, no momento do processamento, trés aliquotas de 25 gramas para
aumentar as chances de isolamento de Salmonella sp. nas amostras. Foram processadas um

total de 144 aliquotas de racao.

3.5. Coleta de amostras dos animais no frigorifico

As amostras foram coletadas no frigorifico vinculado ao sistema de integracdo das
granjas em fevereiro de 2004. Os trés lotes foram abatidos no mesmo dia, sendo que o0s
animais a serem coletados foram escolhidos de forma aleatéria em cada lote. As amostras de
sangue foram coletadas no momento da sangria, em tubos de ensaio com capacidade para 10
mL, sendo identificadas e mantidas sob refrigeracéo até a chegada ao laboratério, onde foram
centrifugadas a 600 x g por 10 minutos e o soro congelado para posterior analise soroldgica.
Posteriormente, na linha de processamento, amostras de conteldo intestinal e linfonodos
mesentéricos foram coletadas e acondicionadas em sacos plasticos individuais, identificadas e

mantidas sob refrigeracéo até a chegada ao laboratério.

3.6. Contaminacao artificial de amostras de racéo

Paralelamente, para que se pudesse ter um maior nimero de amostras para a
comparacao das técnicas de deteccdo de Salmonella sp. (o isolamento microbioldgico
convencional e a Reac@o em Cadeia da Polimerase) foram feitas contaminages artificiais em
amostras de ra¢Bes provenientes das trés granjas estudadas. Para tanto, foram realizadas as
contaminacdes de duas amostras (25 gramas) provenientes de cada uma das trés granjas,
com trés concentraces diferentes de Salmonella sp., sendo elas 6.000 UFC, 600 UFC e 60

UFC. No total obtivemos 18 amostras contaminadas artificialmente.
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3.7. Técnicas utilizadas para o isolamento de Salmonella sp.

As amostras coletadas do ambiente, “pool” de fezes, linfonodos mesentéricos,
conteddo intestinal e ragcdo foram submetidas ao protocolo de isolamento descrito por Michael

et al. (2003). A metodologia adotada compreende as etapas descritas a seguir.

3.7.1. Pré-enriquecimento das amostras

Aliquotas de 25 gramas do material a ser analisado, bem como os suabes de
arrasto, foram inoculados em 225 mL de agua peptonada a 1% tamponada e incubados em

estufa durante 18-24 horas a uma temperatura de 37 °C.

3.7.2 Enriquecimento seletivo

Aliquotas de 100 microlitros do pré-enriquecimento foram inoculados em Caldo
Rappaport-Vassiliadis (MERCK) e incubado em banho-maria a 42 °C durante 24 horas.
Paralelamente, aliqguotas de 1 mL foram inoculadas em Caldo Tetrationato de Miuller-
Kauffmann (MERCK), igualmente incubadas em banho-maria a 42 °C durante 24 horas.

3.7.3.I1solamento em meio sélido

Com o auxilio de uma alca de platina, aliquotas de cada um dos caldos de
enriquecimento foram semeados nos meios Agar Verde Brilhante-Lactose-Sacarose (BPLS)
com Novobiocina 4% (MERCK) e Agar Xilose-Lisina-Tergitol 4 (XLT4 , MERCK). As placas

foram incubadas em estufa, a 37°C durante 24-48 horas.

3.7.4. ldentificacdo das col6nias
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Coldnias suspeitas nos meios seletivos foram isoladas em Agar Triptona Soja
(TSA) e, apds a obtencéo de culturas puras, foram submetidas a provas de triagem. Todas as
amostras bacterianas que apresentavam perfil semelhante ao de Salmonella sp., nos meios de
triagem, foram submetidas a outras provas bioquimicas fundamentais para caracterizacdo. Os
meios foram preparados conforme instru¢Bes do fabricante e interpretados conforme Mac

Faddin (1980).

3.7.5. Provas de triagem

Foram utilizados o Agar Trés Aclcares-Ferro (TSI) e o Agar Lisina-Ferro (LIA)

para a identifica¢&o inicial das coldnias suspeitas.

a) TSI ( Merck)

Determina a capacidade de um microrganismo fermentar glicose, sacarose e
lactose incorporado no meio, manifestado pela troca de cor do indicador vermelho de fenol
(laranja avermelhado) para amarelo (acidificacdo). Com ou sem producédo de gas (CO,, H,) e
com determinagdo de possivel producdo de H,S (precipitado preto), devido a presenca de
citrato tinico de amonia férrico e tiossulfato de sédio que sdo indicadores de H,S (acido
sulfidrico). A inoculacdo é feita com uma agulha de platina introduzindo a mesma na base do
agar e fazendo estrias na superficie inclinada. Apés incubacdo a 37°C por 18-24 horas, o
resultado caracteristico para a maioria das Salmonella sp. é a superficie do agar vermelha
(alcalina) por ndo fermentar lactose nem sacarose, a base acida (amarela) por fermentar
glicose e enegrecimento do meio pela producdo de H,S. Pode ocorrer, ainda, a producédo de

gas demonstrado pela presenca de bolhas ou rachaduras no meio.

b) LIA (Biobras)
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Este teste € baseado na descarboxilacdo da lisina, producédo de acido sulfidrico
(H,S) e fermentacéo da glicose. A descarboxilacdo da lisina, pela enzima lisina descarboxilase,
€ observada pela coloragdo purpura-azulada devido a alcalinizacdo do meio de cultura. A
producdo de H,S é verificada pelo enegrecimento do meio e a fermentacao da glicose pode ser
observada pela cor amarela devido a acidificacdo do meio. A inoculagéo e incubacao é feita da
mesma forma que no teste TSI. O resultado positivo para Salmonella sp. sp é apresentado pela
coloracao purpura tanto na base como no bisel podendo haver producao de H,S pela coloracéo

escura na base.

3.7.4.2. Provas bioquimicas confirmatérias

a) Citrato

Este teste determina a capacidade de um microrganismo utilizar o citrato de sodio
como Unica fonte de carbono para o metabolismo resultando em alcalinizacdo do meio. O meio
€ semeado com o auxilio de al¢ca de platina, fazendo uma estria central sobre a superficie e
incubado a 37°C por até 4 dias. Somente 0s microrganismos que utilizam o citrato como Unica
fonte de carbono crescem neste meio, alterando dessa forma a cor do meio de verde para azul,
devido o indicador azul de bromotimol. As amostras de Salmonella sp. podem apresentar tanto

resultado positivo quanto negativo.

b) Fenilalanina desaminase

Esta prova verifica a capacidade de um microrganismo desaminar a fenilalanina a
acido fenilpirdvico pela atividade da enzima fenilalanina desaminase. A semeadura no meio &
feito com o auxilio de alca de platina fazendo estrias na superficie e é incubada a 37°C por 18-
24 horas. ApOs a incubacdo adicionam-se 4 a 5 gotas de cloreto férrico (FeCl;) a 10%

diretamente sobre a superficie do agar. A presenca do acido fenilpiravico é determinado pela
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reacdo com o cloreto férrico resultando na coloracdo verde. A Salmonella sp. ndo possui a

enzima, sendo portanto, negativa nesta prova.

c) ONPG

Este teste demonstra a presenca ou auséncia da enzima p-galactosidase
utilizando o composto organico o-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (ONPG) no meio. Este meio
€ semeado com alca de platina e incubado a 37°C por 4-24 horas. Microrganismos que
possuem essa enzima alteram a coloracdo do caldo de amarelo claro para amarelo ouro. As

amostras de Salmonella sp. sdo negativas para este teste.

d) SIM

Este meio é utilizado para detectar a producdo de H,S, producdo de indol e
observar a motilidade bacteriana. A inoculacdo deste meio é feita com o auxilio de agulha de
platina, em profundidade, ndo ultrapassando % do meio,. seguido de incubacdo a 37°C por 24
horas. A produgdo de H,S é baseada na utilizagdo metabdlica de tiossulfato ou aminoacidos
sulfurados levando a liberacdo de &cido sulfidrico, sendo detectado no meio pela coloragéo
escura. A producdo de indol € verificada pela adicdo de 3 gotas do reativo de Ehrlich
resultando em um anel réseo na superficie do meio devido a presenca de indol. A Salmonella
sp. € negativa para o teste do indol, positiva para H,S e na sua maioria, mével. A motilidade é

observada pela turvacao difusa do meio.

e) Urease

O teste baseia-se na habilidade de um organismo degradar a uréia através da

enzima urease, com formacdo de duas moléculas de amdnia. A inoculacdo da cultura é

realizada com alca de platina e incubado a 37°C por 24 horas a 6 dias. Os microrganismos que
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possuirem a enzima urease alteram a cor do meio de amarelo para rosa, sendo interpretado

como resultado positivo. A Salmonella sp. apresenta resultado negativo.

3.7.4.3. Confirmacéo soroldgica

Para confirmacéo definitiva de Salmonella sp. foi realizado a prova da aglutinacéo
em lamina com Soro Salmonella sp. Polivalente Somatico (Probac). Nesta prova, a amostra
bacteriana isolada em agar TSA, foi misturada sobre uma lamina com solucdo tampé&o fosfato
salina (PBS), fazendo uma suspensdo de volume inferior ao da gota de soro. Apds, foi
adicionada uma gota do soro polivalente sobre a suspensdo e homogeneizada por 1 a 2
minutos. A presenca de grumos na suspensdo, num periodo de 2 minutos, representara

resultado positivo para Salmonella sp.

3.7.5. Soratipificacdo de amostras de Salmonella sp.

Todas as amostras de Salmonella sp. isoladas foram enviadas para sorotipificacdo

na Fundacéo Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro.

3.8. Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)

As amostras de racdo foram submetidas, paralelamente, ao protocolo de detec¢éo

de Salmonella sp. pela técnica PCR.

3.8.1. Iniciadores selecionados

Iniciadores ja descritos foram selecionados e sintetizados por empresas

especializadas (Bio Synthesis). Os iniciadores desenhados para amplificar especificamente
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amostras do género Salmonella sp. delimitam um fragmento de 284 pb do gene invA, conforme

Rahn et al. (1992).

3.8.2. Obtencédo de amostras

Apl6s a coleta de aliquotas para semeadura a partir do meio Rappaport-
Vassiliadis, foi realizada a retirada de 1 mL deste meio para um tubo de reacdo com
capacidade para 1,5 mL. Os tubos foram centrifugados a 2000 x g por 10 minutos e o
sobrenadante foi retirado, ficando somente o sedimento. Apdés, 1 mL de TE (10 mM TrisHCI, pH
8,0, 1 mM EDTA, pH 8,0) foi adicionado ao sedimento e nova centrifugacdo foi realizada a
2000 x g por 10 minutos. Esse procedimento foi realizado duas vezes. Por fim, o sedimento foi

ressuspenso em 444 L de TE e congelado para posterior extracdo de DNA.

3.8.3. Extracdo do DNA

O DNA das amostras de ragdo foi extraido pelo método de fenol-cloroférmio, de
acordo com Oliveira (2000).

As amostras, anteriormente ressuspendidas em 444 uL de TE a partir do meio
Rappaport-Vassiliadis, foram retiradas do congelador para retornarem a temperatura ambiente.
Foram adicionados 30 uL de lisozima (50 mg/mL, Pharmacia Biotech), homogeneizou-se em
um agitador de tubos e incubou-se por 30 minutos a 4°C. Ap6s o periodo de incubacéo, foram
acrescentados 25 uL de SDS (Sédio Duodecil Sulfato) a 10 %, ficando com uma concentracao
final de 0,5% e 1,25 uL de proteinase K (20 mg/mL, GibcoBRL), com uma concentracao final de
50 ug/mL, homogeneizou-se e incubou-se a 55°C em banho-maria por 30 minutos. Os tubos
foram retirados do banho-maria, homogeneizados e adicionados de um igual volume (500 pL)
de fenol-cloroférmio (1:1), pH 8,0. Homogeneizou-se por 5 a 10 segundos em um agitador de
tubos. Os tubos foram centrifugados a 16000 x g por 4 minutos a temperatura ambiente.
Transferiu-se 450 uL da fase aquosa para um novo tubo, adicionou-se novamente um igual

volume (450 uL) de fenol-cloroférmio, homogeneizou-se e centrifugou-se a 16000 g por 2
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minutos a temperatura ambiente. Foram transferidos 400 uL da fase aquosa para um novo
tubo, onde foi adicionado igual volume de cloroformio (400 ulL), homogeneizou-se e
centrifugou-se a 16000 x g por 2 minutos a temperatura ambiente. Em um novo tubo,
adicionou-se 1/10 do volume (35 pL) de acetato de sédio 3M, pH 7,0 e 1 volume (350 uL) de
isopropanol gelado, onde foram colocados 350 pL da fase aquosa e incubou-se por 30 minutos
a —20°C. Decorrido este periodo, centrifugou-se por 10 minutos a 16000 g a 4°C. Desprezou-se
0 sobrenadante, adicionou-se 1 mL de etanol a 80% gelado e centrifugou-se por 4 minutos a
16000 x g a temperatura ambiente. Ressuspendeu-se o sedimento em 50 uL de TE e manteve-

se a 4°C por 2 horas ou a —20°C até a execugdo da PCR.

3.8.4. Amplificacdo do DNA

Para a reacdo em Cadeia da Polimerase e eletroforese, foi seguido o protocolo
usado por Allgayer (2003).

As amplificagcdes foram realizadas em um volume final de 25 uL em um tubo de
reacdo com capacidade para 200 pL. Este volume foi composto de 15,55 uL de agua milliQ; 2,5
pL de um tampéo concentrado 10 vezes (100mM de Tris HCI pH 8,3 e 50 mM de cloreto de
potassio); 0,75 uL 50 mM de cloreto de magnésio; 2,0 uL do mix de dNTP com uma
concentracdo de 2,5 mM de cada nucleotideo;1,0 uL (20 pmol) de cada iniciador (141 e 139);
0,2 uL de Tag DNA polimerase 5 U/uL, onde foram acrescentados 2 uL do DNA extraido
conforme o item anterior. Foi utilizado um controle positivo, proveniente de uma cultura de
Salmonella sp. e um controle negativo proveniente de uma cultura de Escherichia coli.

As amostras preparadas foram levadas a um termociclador modelo GeneAmp
PCR System 2400 da AB Biosystems para que o DNA fosse amplificado através de uma
desnaturacao inicial de 94°C por 5 minutos seguida por 35 ciclos de desnaturacédo (94°C, 1
minuto), anelamento (54°C, 30 segundos) e extensdo (72°C, 1 minuto), com uma extensao final

de 72°C por 7 minutos.
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A 10 pL da reacdo de PCR adicionou-se 2 uL de tampao de amostra (solucdo de
azul de bromofenol 0,25% e glicerol 30 % na proporcéo de 1:1) e submeteu-se a eletroforese
em gel de agarose a 1,2% com 0,5 ug/mL de brometo de etideo em tampao TBE concentrado
0,5 vezes (45 mM Tris-borato, 1 mM EDTA, pH 8,0) (Sambrook et al., 1989). A visualizacéo foi
feita sob lampada ultravioleta, comparando-se os produtos de amplificacdo com padrbes de

peso molecular com escala de 100 pb.

3.9. Técnica Utilizada para Pesquisa de Anticorpos nas Amostras de Soro

As amostras de soro coletadas dos animais foram enviadas ao Centro Nacional de
Pesquisa em Suinos e Aves/EMBRAPA, onde foram testados utilizando um KIT de ELISA,
contendo antigenos lipopolissacaridicos do sorovar Typhimurium, desenvolvido por Kich

(2004).

3.10. Analise estatistica

O numero de animais positivos no teste de ELISA-LPS para Salmonella sp. no
inicio da terminacéo e ao abate foram comparados pelo Teste Exato de Fisher, com nivel de
significancia P < 0,05 (Instat, 1993).

Os resultados do isolamento e deteccéo por PCR foram comparados pelo teste de

Mac Nemar com nivel de significancia P < 0,05 (Instat, 1993).



4. RESULTADOS

4.1. Avaliacado da contaminacdao residual nas granjas

Dos treze “pools” de suabes de piso coletados em trés granjas de
terminacdo de suinos, dois foram positivos (TABELA 1). Os “pools” positivos
eram provenientes de duas granjas diferentes, indicando que as mesmas

apresentavam contaminacao residual pelo microrganismo.

TABELA 1. Amostras positivas para Salmonella sp.
coletadas do piso de trés granjas de

terminacao no Rio Grande do Sul, 2003.

Granjas Amostras* Amostras positivas
1 4 1
2 5 0
3 4 1

Total 13 2

* As amostras constituiam-se de “pools” de +/- 6 suabes .
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4.2. Soroprevaléncia e isolamento de Salmonella sp. a partir de

fezes dos animais no inicio da terminacéo

O status de chegada dos animais na terminacdo esta apresentado
na TABELA 2. Observa-se que, no inicio da terminagdo, os animais n&o

estavam excretando Salmonella sp. nas fezes.

TABELA 2: Animais sorologicamente positivos e com isolamento de
Salmonella sp. das fezes no inicio da fase de terminacao

em trés granjas do Rio Grande do Sul, 2003.

Animais amostrados Animais positivos

Granja Sorologia Isolamento
n % n %
1 25 7 28 0 -
25 0 0 0 -
3 25 3 12 0 -

Nas granjas 1 e 3, observa-se a presenca de uma baixa
percentagem de animais positivos no teste de ELISA-LPS. Entretanto,
avaliando as leituras de densidade Gtica obtidas nos animais positivos, verifica-
se que em todos os casos da granja 1 e, em mais da metade dos animais da
granja 3, as densidades oticas encontradas estdo proximas ao ponto de corte

do teste que foi de 0,169 (Apéndices 1-3).
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4.3 Soroprevaléncia e isolamento de Salmonella sp. nos

animais ao abate

Os resultados encontrados ao abate (TABELA 3) demonstram
claramente que a amplificacdo da infeccédo dos lotes ocorreu durante a fase da
terminacdo, permanecendo uma percentagem variavel de animais positivos no
isolamento de Salmonella sp. a partir de linfonodos e conteudo intestinal ao

abate.

TABELA 3: Animais sorologicamente positivos e com isolamento de

Salmonella sp. ao abate, em trés granjas do Rio Grande do

Sul, 2003.

Granja Amostras Sorologia + Isolamento positivo
C. Intestinal Linfonodos
n % n % n %
1 25 23 92 13 52 9 36
2 25 25 100 23 92 19 76
3 25 23 92 3 12 6 24
Total 75 71 - 39 - 34 -

Paralelamente, quase a totalidade dos animais amostrados ao abate
foram positivos no teste ELISA-LPS para Salmonella Typhimurium (FIGURA
1). Na grande maioria das vezes, apresentando leituras de densidades 6éticas

bastante acima do ponto de corte do teste (Apéndice 4).
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Dinicio da
terminacao

B Abate

Granja 1 Granja 2 Granja 3

FIGURA 1: Percentagem de animais positivos no teste de ELISA-LPS
para Salmonella sp. no inicio da terminacéo e ao abate.

* Diferenca altamente significativa (P<0,0001).

4.4. Sorotipificacédo dos isolados de Salmonella sp.

Os isolados provenientes do ambiente foram identificados como
Derby (granja 1) e Tiphymurium (granja 3).

As 73 linhagens de Salmonella sp. isoladas ao abate, sendo 34
oriundas de linfonodos mesentéricos e 39 de contetdo intestinal, foram
classificadas em 7 sorovares diferentes (TABELA 4). O sorovar Bredeney foi 0

mais prevalente, representando um total de 64,3% do total de isolados.
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TABELA 4: Resultado da sorotipificacdo de linhagens de Salmonella

sp. isoladas de conteudo intestinal (n=34) e de

linfomodos mesentéricos (n=39).

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 1 111
2 Bredeney 22 95,6 Bredeney 14 73,6
2 Derby 1 4,3 Derby 3 15,7
2 - - - Senftenberg 1 5,2
2 - - - Panama 1 572
3 Worthington 2 66,6 Bredeney 3 42,8
3 Derby 1 33,3 Ohio 2 28,5
3 - - - Derby 1 14,2

* Cl= contelido intestinal; LM= linfonodos mesentéricos.

4.5. Pesquisa de Salmonella sp. em amostras de racdo fornecidas aos

animais durante a fase de terminacéo

No presente estudo, todas as 144 aliquotas de racdo pesquisadas

foram negativas para Salmonella sp. no isolamento bacteriolégico. Por outro

lado, duas aliquotas, provenientes da granja 2, foram positivas na deteccéo de

Salmonella sp. pela técnica da PCR (FIGURA 2).



284 pb

FIGURA 2: Gel de agarose a 1,2% mostrando o fragmento
amplificado do gene invA de Salmonella sp. pela
técnica de PCR. Coluna 1: marcador de peso
molecular com escala de 100 pb. Coluna 2:

controle positivo. Coluna 3 e 4: aliquotas de racdo
positivas. Coluna 5: controle negativo.

4.6. Contaminacdao artificial das amostras de racao

Das 18 aliquotas de racdo contaminadas artificialmente, apenas

uma foi negativa no isolamento. A aliquota negativa (25g) havia sido

55
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contaminada com 60 UFC de Salmonella sp. Todas as amostras contaminadas
artificialmente foram positivas na PCR, inclusive a amostra que havia sido

negativa ao isolamento.



5. DISCUSSAO

No presente estudo fica evidente a importancia da fase de
terminacdo na infeccdo dos lotes por Salmonella sp., bem como na
amplificacdo do problema, culminando com a chegada de elevado numero de
animais positivos ao abate. Esses resultados confirmam dados anteriores
obtidos no mesmo sistema de producéo por Silva (2004).

Estudos tém apontado a prevaléncia de Salmonella sp. em fémeas
suinas como sendo um fator de risco para introducdo de Salmonella sp. em
rebanhos de terminacdo (Kranker & Dahl, 2001). Ao lado disto, Funk et al.
(2001) observaram em outro estudo que todos leitBes positivos ao desmame
eram oriundos de fémeas positivas na gestacao. Ainda, Davies et al. (1998)
encontraram o mesmo sorovar de Salmonella sp. na creche e na maternidade,
demonstrando a possivel contaminacdo dos leitdes antes do desmame. Por
outro lado, outros autores afirmam que as fases anteriores a terminacdo nao
contribuem com mais de 10% de todas as infec¢cdes detectadas ao abate,
sendo esta fase a mais critica para a amplificacdo da infeccdo por Salmonella
sp. (Berends et al., 1996).

Esta aparente contradicdo entre os resultados encontrados na

literatura reflete a variacao do ciclo epidemioldgico de infeccao por Salmonella
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sp. que pode ocorrer em diferentes sistemas de producdo de suinos. Dessa
forma, evidencia-se que o primeiro passo para o controle do problema no
rebanho é a identificacdo da fase critica para a infeccao.

Essa identificacdo pode ser alcancada, utilizando ferramentas
confiaveis, em momentos estratégicos, que indiqguem se houve contato prévio
do lote de animais com Salmonella sp. associado as técnicas de isolamento do
microrganismo a partir das fezes.

A excrecao ativa de Salmonella sp. pode ser originada pelo estresse
gue esta associado a varios fatores como a superlotacdo das baias, a idade, a
inanicdo, a administracdo de corticéides, o transporte dos animais e, ainda, o
tratamento oral com antimicrobianos (Clarke et al., 1993). Tem-se ainda a
mistura de lotes de varias propriedades, feito nas unidades de terminacao, o
gue também propicia a disseminacao da infeccéo (Sobestiansky et al., 1999).

Dessa forma, animais infectados no periodo de creche e submetidos
ao estresse do transporte e alojamento na granja de terminacdo terdo grande
probabilidade de excretarem Salmonella sp. e apresentarem isolamento do
microrganismo a partir das fezes. Entretanto, a excre¢cdo de Salmonella sp.
torna-se intermitente rapidamente (Nielsen et al., 1995; Van Winsen et al.,
2001), o que pode levar a incerteza quando diante de um teste bacteriologico
negativo.

Por esta razéo, o teste de ELISA-LPS para deteccédo de anticorpos
contra Salmonella sp. tem sido uma das ferramentas mais utilizadas em
programas de controle em varios paises (Nielsen et al., 1995; Van der Gaag et

al., 2004). O teste de ELISA fornece informacéo sobre a ocorréncia de infeccéo
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por Salmonella sp. em um animal nos 30 aos 120 dias antes da coleta da
amostra (Galland et al., 2000) e o periodo de soroconverséao (para atingir niveis
de anticorpos detectaveis apés infeccdo) é de mais ou menos duas semanas,
(Van Der Wolf et al.,, 2001; Van Der Gaag. et al., 2004). Esta 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 representaria o
status atual do rebanho (Swanenburg. et al., 2001b). Entretanto, uma vez que
tenha ocorrido a soroconversdo, os resultados no teste de ELISA ndo estdo
sujeitos a variacdo intensa que se observa no isolamento de Salmonella sp. a
partir das fezes.

No Brasil, Kich (2004) desenvolveu um teste de ELISA-LPS,
utiizando antigeno de Salmonella Typhimurium, o qual apresenta
determinantes antigénicos comuns com 0s sorovares mais isolados no Rio
Grande do Sul e Santa Catarina (Bessa et al., 2004). O teste desenvolvido foi
capaz de detectar tanto animais inoculados artificialmente, como contaminados
naturalmente, demonstrando que pode ser empregado em programas de
controle no pais.

Por outro lado, os resultados que permanecem proximos ao ponto
de corte constituem um aspecto critico em testes de ELISA. Entretanto, a
existéncia desse grupo numa populacdo é inevitavel, e pode resultar de
reacoes inespecificas (Kich, 2004). Entretando, o ELISA-LPS para Salmonella
sp. ndo pretende ser uma ferramenta de diagnostico individual, visando

apenas a determinacdo da intensidade da infeccdo no rebanho avaliado
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(Nielsen et al., 1995). Além disso, o ponto de corte do ELISA pode e deve ser
adaptado as fases de um programa de controle.

No presente estudo, observa-se que 0S animais apresentavam
auséncia de isolamento de Salmonella sp. a partir de amostras de fezes
coletadas no dia de alojamento dos animais na granja, coincidindo, portanto,
com o momento de maior estresse. Ao lado disso, 28% dos animais na granja
1 e 12% dos alojados na granja 3 apresentavam-se positivos no teste de
ELISA (TABELA 2). Varios animais positivos, entretanto, apresentavam soros
com leitura de densidade 6tica préximas ao ponto de corte estabelecido para o
teste, podendo ser resultantes de reac¢des inespecificas.

A partir disso, a combinacdo dos resultados da sorologia e do
isolamento permitem supor que a contribuicdo das fazes zootécnicas
anteriores a terminacdo nao contribuiram de forma importante para infec¢éo
dos animais nos lotes acompanhados, nesse sistema de producao.

Por outro lado, os lotes alojados nas granjas 1 e 3 foram colocados
em um ambiente em que foi constatada a existéncia de contaminacao residual
por Salmonella sp. (TABELA 1). De acordo com Berends et al. (1996), o fato
da Salmonella sp. ter a capacidade de sobreviver e multiplicar fora do
hospedeiro leva ao “problema Salmonella” que é basicamente um continuo
ciclo oro-fecal e, assim, um problema de higiene. Nas superficies de materiais
como madeira, concreto, ferro, aco e tijolos, a Salmonella sp. pode sobreviver
por um periodo que pode ir de alguns dias até nove meses, contaminando
lotes que sejam alojados posteriormente. Da mesma forma, o ciclo oro-fecal

determina que a infec¢cdo nao fique restrita ao individuo, mas se dissemine por
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todo o lote. Desta forma, a constatacdo de contaminacao residual, mesmo que
em apenas uma baia, representa risco de infeccdo de todo o lote de animais
alojados. Isto porque, 0os animais em contato com a contaminacéao residual, ao
se infectarem, amplificardo a populacdo de Salmonella sp., e excretardo o
microrganismo. As fezes dos animais excretores, por sua vez, aumentardo a
contaminacdo ambiental e serdo fonte de infeccdo para animais alojados em
outras baias. Quando animais alojados numa mesma baia estdo infectados, a
probabilidade de que a transmissédo baia-baia ocorra € de até 90% (Berends et
al., 1996). Contribuindo para isto, tém-se os tipos de divisorias entre as baias,
gue sao usualmente abertas ou vazadas (Van der Gaag et al., 2004).

Lo Fo Wong et al. (2004) realizaram um estudo abrangendo a
Alemanha, Dinamarca, Grécia, Suécia e Holanda, onde dados de 359 lotes de
terminacdo foram coletados. O objetivo do trabalho foi avaliar, em nivel de
rebanhos, os fatores de risco para infeccdo subclinica de Salmonella sp. em
lotes de terminacdo na Europa. Um dos fatores de risco avaliado no trabalho
foi a contaminacdo do ambiente. Segundo esses autores, a producdo de
suinos no sistema “all in/all out” pode ndo prevenir a introducdo de Salmonella
sp. no rebanho, mas pode ajudar a diminuir a contaminacdo cruzada entre
lotes e permitir a limpeza e desinfeccéo antes da introducdo de novos animais.
Por fim, os dados encontrados neste trabalho apontam para um efeito positivo
da producéo em lotes, quando em combinacdo com os cuidados de higiene.

Na granja 2 ndo foi detectada a contaminacdo ambiental por
Salmonella sp., entretanto constatou-se a presenca de microrganismo em duas

aliquotas de um dos lotes de racdo fornecida aos animais. A racao fornecida
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aos animais tem sido um dos fatores de risco mais referidos para a infeccédo de
lotes suinos por Salmonella sp. Nesse sentido, aspectos relacionados com o
tipo de racdo (farelada, liquida, peletizada, etc.) que, provavelmente,
influenciam na sobrevivéncia da Salmonella sp. antes e durante a passagem
pelo trato gastrointestinal do animal, tem sido relatados (Lo Fo Wong et al.,
1999; Kich, 2004). Ao lado disto, racBes com baixa qualidade microbioldgica
(presenca de Salmonella sp., por exemplo) podem ser a fonte de infec¢édo para
todo o lote (Kich, 2004; Silva, 2004).

Deve-se considerar que os planos de amostragem de racdo sdo um
obstaculo para a deteccdo de Salmonella sp. , principalmente em baixos niveis
de contaminacdo. De acordo com Hurd et al. (2002) temos maiores chances
de deteccdo quando for utilizado um maior numero de repeticbes. Ao lado
disto, € preciso coletar uma amostra que seja representativa do silo, contento
fracbes em diferentes intervalos durante o descarregamento da racdo. No
presente estudo, buscou-se diminuir as dificuldades inerentes a amostragem a
partir da coleta de varias fracbes 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 bacteriologico. Segundo Blackburn (1993), a técnica microbioldgica
convencional é capaz de detectar uma célula somente de forma tedrica, ja que
o limite real depende da qualidade dos procedimentos adotados, dos meios de
cultura utilizados, dos equipamentos disponiveis e do conhecimento do
pessoal responsavel, que sdo fatores bastante variaveis entre diferentes

laboratorios.
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De acordo com Oliveira (2000), a PCR também é influenciada por
estes fatores, mas o grau de subjetividade na interpretacdo dos resultados é
bem menor, o que diminui a margem de erro. Ainda segundo Oliveira (2000), a
determinacao da sensibilidade da PCR para detec¢cdo genérica de Salmonella
sp., utilizando a S. Gallinarum e a S. Pulorum, apresentou limites de deteccao
de 1,1 x 10% e 1,8 x 10° células, respectivamente. Estes resultados indicaram
que a PCR foi superior a técnica microbiolégica convencional, pois esta tem
apresentado dificuldades no isolamento destes sorovares, conseguindo
detecta-los somente em quantidades tdo altas quanto 10® a 10° células. No
presente estudo, igualmente, a técnica da PCR foi capaz de detectar a
presenca de Salmonella sp. em duas aliquotas negativas no isolamento.

A maior sensibilidade da PCR, na deteccdo de Salmonella sp.,
principalmente associada ao enriquecimento seletivo em caldo RV, ja foi
relatada anteriormente (Oliveira, 2002; Castagna, 2004). Por outro lado a
especificidade do gene invA como alvo de amplificacdo foi determinada por
Rahn et al. (1992) que concluiram que esta sequéncia estd presente
Gnicamente no género Salmonella sp. Essas caracteristicas tem levado a
amplificacdo do gene invA a ser indicada como o alvo de eleicdo na deteccao
de Salmonella sp. por PCR (Malorny et al., 2003).

Seja devido ao contato com um ambiente contaminado ou por terem
sido alimentados com lotes de racdo com presenca de Salmonella sp., ou,
ainda, por outros fatores de risco ainda ndo detectados, os lotes chegaram ao

abate com elevado numero de animais soropositivos (94,6%) e uma parcela
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consideravel de animais com isolamento de Salmonella sp. a partir de
linfonodos mesentéricos (52%) e conteudo intestinal.(46,6%).

A infeccdo de suinos com Salmonella sp. pode ocorrer na granja,
entretanto o transporte, a espera e o abate também serdo momentos criticos
para a contaminacdo dos lotes (Berends. et al., 1996; Swanenburg et al.,
2001).

Conforme Berends et al. (1998), 90% das novas infeccbes que
ocorrem durante o transporte sdo decorrentes do estresse e sdo causadas pelo
mesmo sorovar ja presente no rebanho. O transporte para o abatedouro reduz
a resisténcia do animal (Lazaro et al.,, 1997), levando-o a excretar o
microrganismo (Wilcock & Schwartz 1992), o que facilita a transmissdo oro-
fecal de Salmonella sp. (Lazaro et al., 1997). Assim, salmonelas isoladas em
caminhdes utilizados para o transporte de suinos terminados e nas baias de
espera podem influenciar na prevaléncia de animais positivos ao abate (Van
Der Wolf et al., 1999).

Entretanto, novamente através da combinacdo de resultados do
isolamento e sorologia € possivel descartar a contaminacao pré-abate dos lotes
estudados, indicando a fase de terminacdo como o momento de infeccdo e
amplificacdo do problema no presente estudo. Isto porque, caso 0s animais
houvessem entrado em contato com Salmonella sp. apenas no transporte e na
espera pré-abate poderiam ser positivos no isolamento, porém seriam
negativos na sorologia. Por outro lado, esses animais portadores sao fonte de
infeccdo para lotes que chegam negativos ao frigorifico (Swanenberg et al.,

2001).
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Ao lado disso, como ja amplamente demonstrado esses animais
constituem o principal fator de risco para a introducdo de Salmonella sp. na
linha de processamento e para contaminacdo do produto final, (Swanenburg et

al., 2001; Castagna et al., 2003 ).

Salmonella Typhimurium, S. Derby, S. Bredeney, S. Anatum, S. Enteritidis e S.
Agona séo frequientemente os mais encontrados em suinos portadores no Brasil € no mundo.
Varios autores ja relataram pelo menos um desses sorotipos como sendo o mais freqiiente em
seus estudos (Pestana & Rugai, 1943; Neiva, 1946; Kampelmacher et al., 1963; Riley, 1970;
Costa et al., 1972; Zebral et al., 1974; Di Guardo et al., 1992; Davies et al., 1998; Weiss et al.,

1999).

Bessa et al. (2004) encontraram o0s sorovares Typhimurium,
Bredeney e Agona como 0S mais prevalentes em suinos abatidos no Rio
Grande do Sul. No presente estudo o sorovar Bredeney foi 0 mais encontrado
(64,3% dos isolados), porém observou-se uma grande variacdo 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 variacdo nos
sorovares isolados a partir de linfonodos mesentéricos e conteldo intestinal de
animais de um mesmo lote.

A infeccdo com multiplos sorovares € uma caracteristica que tem
sido encontrada tanto dentro de lotes de suinos como em amostras colhidas de
um mesmo animal (Michael et al., 2000; Bessa et al., 2004; Castagna et al.,
2004). Sem duavida essa € mais uma indicacdo da complexidade do ciclo de
infeccdo e reinfeccdo por Salmonella sp. e da dificuldade em estabelecer

programas de controle efetivos.
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Finalmente, o presente estudo demonstrou que a combinacdo dos
resultados do teste de ELISA-LPS e do isolamento sdo Uteis para determinar a
fase critica de infeccdo por Salmonella sp. e de amplificacdo do problema. A
partir da determinacdo da fase critica, € possivel propor medidas de
intervencdo que, também de acordo com os resultados encontrados, devem
partir de normas de biosseguranca, desinfeccéo e controle da racéo fornecida.
Ao lado disto, principalmente em amostras como a racédo, cuja dificuldade de
amostragem e isolamento bacteriologico podem ser uma barreira para a
deteccdo de Salmonella sp., técnicas como a PCR podem vir a contribuir,

aumentando a sensibilidade e a rapidez do diagndstico.



6. CONCLUSOES

1. A fase de terminacao constituiu um ponto critico na difusdo da
infeccdo por Salmonella sp., resultando na soroconversao dos
animais e presenca de Salmonella sp. em seus linfonodos

mesentéricos e contelido intestinal ao abate.

2. A contaminacdo residual do ambiente das granjas de
terminacdo e o fornecimento de racdo contaminada contribuiram
para a introducdo de Salmonella sp. no lote de suinos na fase de

terminacéao.

3. A técnica de PCR possibilitou a deteccdo de Salmonella sp. em
duas aliquotas de racdo que haviam sido negativas no isolamento

bacteriologico.



7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AL-SOUD, W.A.; RADSTROM, P. Capacity of nine termostable DNA
polymerases to mediate DNA amplification in the presence of PCR-inhibiting
samples. Applied and Environmental Microbiology, Sweden, v. 64, n. 10, p.
3748-3753, 1998.

ALBAN, L.; STEGE, H.; DAHL, J. The new classification system for slaughter-
pig herds in the Danish Salmonella surveillance-and-control program.
Preventive Veterinary Medicine, Amsterdam, n. 53, p. 133-146, 2002

ALLGAYER, M. C. Deteccédo de Salmonella sp. em Psitacideos de Cativeiro
através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). 2002. 53 f. Disserta¢ao
(Mestrado) - Programa de POs Graduacdo em Microbiologia Agricola e do
Ambiente, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, 2002.

ALVES, J.C. et al. Salmonella sp. sp em linfonodos de suinos normais abatidos
no Estado do Rio de Janeiro. Revista Brasileira de Medicina Veterinéria, Rio
de Janeiro, v .16, n .4, p. 172-176, 1994.

AMANN, R. et al. Identification in situ and phylogeny of uncultured bacterial
endosymbionts. Nature, London, n. 351, p. 161-164, 1991.

ARROYO, G.; ARROYO, J. A. Efficiency of different enrichment and isolation
procedures for the detection of Salmonella sp. serotypes in edible offal.
Journal of Applied Bacteriology, Madrid v. 79, p.360-367, 1995.

ATLAS, R. M. Principles of Microbiology. 2. ed. New York: Smith, 1997.
1298 p.

BANDEIRA, R.M. et al. Correlacdo da presenca de suinos positivos para
Salmonella sp. ao abate e a presenca do microrganismo no produto final. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA, 24, 2002,
Gramado, RS. Resumos. Porto Alegre: SOVERGS, 2002, 57 p.

BAGER, F.; PETERSEN, J. Sensitivity and specificity of different methods for
the isolation of Salmonella from pigs. Acta Veterinaria Scandinavica,
Vanloese, v. 32, p. 473-481, 1991.



69

BANWART, G.J. Foodborne agents causing illness. 2. ed. New York: Van
Nostrand Reinold, 1989. 773 p.

BARBER, D.A. et al. Spacial and temporal patterns of the distribution of
Salmonella sp. on swini farms in Illimois. In: INTERNATIONAL SYMPOSIUM
ON THE EPIDEMIOLOGY AND CONTROL OF SALMONELLA SP. IN PORK,
3., 1999, Washington. Proceedings. Washington: [s.n.], 1999. p. 97-100.

BARCELLOS, D.E.S.N. et al. Ocorréncia de salmonelose septicémica em
suinos no periodo neonatal. In: CONGRESSO NACIONAL DE
VETERINARIOS ESPECIALISTAS EM SUINOS, 1984, Curitiba. Resumos.
Curitiba: Associacao Brasileira de Veterinarios Especialistas em Suinos, 1984.
29p.

BECKERS, H.J. et al. Fate of salmonellas and competing flora in meat sample
enrichments in buffered peptone water and in Miller-Kauffmann’s tetrathionate
medium. Journal Applied Bacteriology, Oxford, v. 62, p. 97-104, 1987.

BELLO-PEREZ, L.A. Serotipos de Salmonella identificados en Chorizos que se
expenden en Acapulco, Guerrero, México. Revista Latino-Americana de
Microbiologia, Amsterdam, v. 30, p. 37-53, 1996.

BENNET , A.R. et al. Rapid and definitive detection of Salmonella sp. in foods
by PCR. Letters in Applied Microbiology, Humbold, v. 26, p. 437-441, 1998.

BERENDS, B.R. et al. Identification and quantification of risk factors in animal
management and transport regarding Salmonella spp. in pigs. International
Journal of Food Microbiology, Amsterdam, n. 30, p. 37-53, 1996.

BESSA, M. C .Prevaléncia de Salmonella sp. em suinos abatidos no Rio
Grande do Sul. 2001. 86 f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de PGs
Graduacdo em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2001.

BESSA, M.C.; COSTA M.; CARDOSO, M. Prevaléncia de Salmonella sp. em
suinos abatidos em frigorificos do Rio Grande do Sul. Pesquisa Veterinaria
Brasileira, Porto Alegre, v 24, p. 80-84, 2004.

BLAHA, T. The state of the art of Salmonella sp.. In: THE ALLEN D. LEMAN
SWINE CONFERENCE, 1997, Minnesota. Proceedings. Minnesota: [s.n.],
1997. p. 79-81.

BLACKBURN, C. W. Rapid and alternative methods for the detection of
Salmonella sp.s in foods. A rewiew. Journal of Applied Bacteriology, Oxford
v. 75, p. 199-214, 1993.



70

BURKHARD, M. et al. Interlaboratory diagnostic accuracy of a Salmonella
specific PCR — based method. International Journal of Food Microbiology,
Berlin, v. 89, p. 241-249, 2003.

BUSSE, M. Media for Salmonella. International Journal of Food
Microbiology, Amsterdam, v. 26, p. 117-131, 1995.

CALDERON, D.F.; FURLANETTO, S.M.P. Isolamento de Salmonella em
diferentes meios seletivos de enriguecimento, tempos e temperaturas de
incubacdo. Revista de Microbiologia., S&o Paulo, n. 22, v. 2, p. 127-130,
1991.

CALEY, J.E. Salmonella sp. in pigs in papua new Guinea. Australian
Veterinary Journal, Melbourne,v. 48, p. 601-604, 1972.

CALZADA, C.T. et al. Sorovares de Salmonella sp. identificados no periodo
1977-1982, no Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, Brasil. Revista Instituto
Adolfo Lutz, Sdo Paulo, v. 44, n. 1, p. 1-18, 1984.

CAMPOS, L.C. Salmonella sp. In: TRABULSI, L.R. et al. Microbiologia. 3. ed.
Séo Paulo: Atheneu, 1999. p. 229 — 238.

CANDRIAN, U. Polymerase chain reaction in food microbiology. Journal of
Microbiological Methods, Switzerland, v. 23, p. 89-103, 1995.

CASTAGNA, S.M.F. et al. Perfil de resisténcia a antimicrobianos de amostras
de Salmonella sp. isoladas de produtos de origem suina. In. CONGRESSO
BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA, 24., 2002, Gramado, RS.
Resumos. Porto Alegre: SOVERGS, 2002. p. 57

CASTAGNA, S.M.F. Associacdo da prevaléncia de suinos portadores de
Salmonella sp. ao abate e a contaminacdo de embutidos tipo frescal.
2004. 50 f. Tese (Doutorado) - Programa de P6s Graduacdo em Ciéncias
Veterinarias, Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, 2004.

CASTAGNA, S.M.F. et al. Presenca de Salmonella sp. no trato intestinal e em
tonsilas/linfonodos submandibulares de suinos ao abate. Arquivo Brasileiro
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Belo Horizonte, v. 56, n. 3, 2004.

CHEN, S. et al. A rapid, sensitive and automated method for detection of
Salmonella sp. species in foods using AG-9600 AmpliSensor analyser. Journal
of Applied Microbiology, Ontario, v. 83, p. 314-321, 1997.

CHERRINGTON, C.A.; IN'T VELD, J.H.J.H. Comparison of classical isolation
protocols with a 24h screen to detect viable Salmonella in faeces. Journal of
Applied Bacteriology, Oxford, v. 75, p. 65-68, 1993.



71

CHRISTENSEN, J.; RUDEMO,M. Multiple change-point analysis applied to the
monitoring of Salmonella sp. prevalence in Danish pigs and porks. Preventive
Veterinary Medicine, Amsterdam, n. 36, p.131-143, 1998.

CHUNG, G.T.; FROST, A.J. The occurrence of Salmonella in slaughtered pigs.
Australian Veterinary Journal, Melbourne, v. 45, p. 350-353, 1969.

CLARKE, R.C.; GYLES, C.L. Salmonella sp. In: GYLES, C.L.; CHARLES, O.T.
Pathogenisis of bacterial infections in animals. 2. ed. Ames: lowa State
University, 1993. p. 133-153.

COHEN, N.D. et al. Genus-specific detection of Salmonella sp. using the
polymerase chain reaction (PCR). Journal of Veterinary Diaghostics
Investigation, Texas, n. 5, p. 368-371, 1993.

COOKE, V.M. et al. A novel chromogenic ester agar medium for detection of
Salmonellae. Appllied Environmental Microbiology, Washington, v. 65, n. 2,
p. 807-812, 1999.

CORREA, M. N.; LUCIA, JR; DESCHAMPS, J.C. Tépicos em Suinocultura Il. Pelotas - RS:
Printpar, 2003. v. 2, 320p.

COSTA, G.A. et al. Sobre o isolamento de salmonelas de ganglios linfaticos de
suinos abatidos no matadouro da cidade de Salvador — Bahia. Memoarias do
Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v. 70, n. 3, p. 417-431, 1972.

DAMMAN, D. et al. An estimate of Salmonella sp. prevalence on lllinois swine
farms using mesenteric lymph node cultures. In: INTERNATIONAL
SYMPOSIUM ON THE EPIDEMIOLOGY AND CONTROL OF SALMONELLA
SP. IN PORK, 3., 1999, Washington. Proceedings. Washington: [s.n.], 1999. p.
123-125.

DAVIES, P.R. et al. Prevalence of Salmonella in finishing swine raised in
different production systems in North Carolina, USA. Epidemiology and
Infection, North Carolina, v. 119, p. 237-244, 1997.

DAVIES, P.R. Spatial patterns of fecal shedding of Salmonella by pigs housed
in buildings with open-flush gutters. Swine Healt Production, London, v. 6, p.
101-106, 1998.

DAVIES, P.R. et al. Isolation of Salmonella serotypes from feces of pigs raised
in a multiple-site production system. Journal of American Veterinary
Medicine Associatian , Schaumburg, v. 212, n. 12, p. 1925-1929, 1998.

DAVIES, R.H. The evaluation of the use of pooled serum, pooled muscle tissue
fluid (meat juice) and pooled faeces for monitoring pig herds for Salmonella.
England. Journal of Applied Microbiology, London, v. 95, n. 5, p. 1016-1025,
2003.



72

Di GUARDO, G. et al. Occurence of Salmonella in swine in the Latium Region
(central Italy) from 1980 to 1989: a retrospective study. The Veterinary
Quartely, Utrecht, v. 14, n. 2, p. 62-65, 1992.

DUSCH, H.; ALTWEGG, M. Evaluation of five new plating media for isolation of
Salmonella species. Journal of Clinical Microbiology, Washington, v. 33, n.
4, p. 802-804, 1995.

EKPERIGIN,H.E.; NAGARAJA,K.V. Salmonella. The Veterinay Clinics of
North America, Philadelphia, v. 28, n. 2, p. 17-29,1998.

ESPER, M.R.N.R. et al. Salmonella sp.: Sorovares identificados das cepas
isoladas de pacientes hospitalizados e ndo hospitalizados, na regido de
Presidente Prudente, SP, no periodo de 1978-1997. Revista do Instituto
Adolfo Lutz, Sdo Paulo, v. 57 n. 2, p. 45-50, 1998.

FAGERBERG, D.J.; AVENS, J. S. Enrichment and plantig methodology for
Salmonella detection in food. a rewiew.Journal of Milk and Food
Thecnology, Des Moines, lowa, v. 39, n. 9, p. 628-646, 1976.

FEDORKA-CRAY,P.; McKEAN, J.D.; BERAN, G.W. Feed and feed trucks as
sources of Salmonella sp. contamination in swine. Journal of Swine Health
Production , Nebraska, v. 5, n. 5, p. 189-193, 1997.

FIALHO, E.T. et al. Analise proximal e ocorréncia de Salmonelas em
alimentos e concentrados protéicos utilizados em ra¢cdes de suinos.
[Local] : EMBRAPA, 1985. p. 1-4. (Comunicado Técnico, 87).

FIERENS, H.; HUYGHEBAERT, A. Screening of Salmonella sp. in naturally
contaminated feeds with rapid methods. International Journal Of Food
Microbiology, Gent, n. 31, p. 301-309, 1996.

FLUIT, A.C. et al. Rapid detection of Salmonella sp. in poultry with the
magnetic inmuno-polymerase chain reaction. Applied and Environmental
Microbiology, Utrecht, v. 59, n. 5, p. 1342-1346, 1993.

FRANCO,B.D.G.M.; LANDGRAF,M. Microbiologia Alimentar. Sao Paulo:
Atheneu, 1996. 181 p.

FUNK, J.A.; DAVIES, P.R.; NICHOLS, M.A. Longitudinal study of Salmonella
sp. enterica in growing pigs reared in multipli-site swine production systems.
Veterinary Microbiology, Ohio, n. 83, p. 45-60, 2001.

GALAN, J. E.; GINOCCHIO, C.; COSTEAS, P. Molecular and functional
characterization of the Salmonella sp. invasion gene invA: homology of invA to
members of a new protein family. Journal of Bacteriology, New York, p.
4338-4349, 1992.



73

GALLAND, J.C. et al. Prevalence of Salmonella sp. in beef feeder steers as
determined by bacterial culture and ELISA serology. Veterinary Microbiology,
Hannover, n. 76, p. 143-151, 2000.

GORTON, S.J.; KLIEBENSTEIN, J.B.; BERAN, G. W. Cost of on-farm
microbial testing for Salmonella sp.: An application by farm and prevalence
level. ISU Swine Research Report, lowa, 1996. Disponivel em:
<http://www.extension.iastate.edu/Pages/ansci/swinereports/asl-1413.pdf>.
Acesso em : 18 de out. de 2004.

GRUENEWALD, R. et al. Use of Rambach propylene glycol containing agar for
identification of Salmonella spp. Journal of Clinical Microbiology,
Washington, v. 29, n. 10, p. 2354-2356, 1991.

GUINEE, P.A.M. et al. Incidence of Salmonella sp. in brown rats (rattus
norvegicus) caught in and near slaughterhouses, farm and mink farms.
Zentralblatt fur Veterinarmedizin, Berlin, v. 10, p. 182-185, 1963.

HALD, T.; WEGENER, H.C. Quantitative assesment of the sources of human
salmonellosis atributable to pork. In: INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON THE
EPIDEMIOLOGY E CONTROL OF SALMONELLA SP. IN PORK, 3, 1999,
Washington, USA. Proceedings. Washington, 1999. p. 200-205

HARRIS, I.T. et al. Prevalence of Salmonella sp. organism in swine feed.
Journal of American Veterinary Medicine Association, Schaumburg, v. 210,
n. 3, p. 382-385, 1997.

HELRICH, K. (Ed.) Salmonella. In: ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALITICAL
CHEMISTS. Official methods of analysis. 15 ed. Arlington, 1990. p. 467-476.

HIRSH, D.C. Salmonella sp.. In: BIBERSTEIN, D.V.M.; ZEE, Y.C. Review of
Veterinary Microbiology. Boston: Blackwell Scientific Publications, 1990, p.
110-115.

HOLT, J.G. et al. (Eds.). Facultative anaerobic Gram-negative rods. In:
BERGEY’'S manual of determinative bacteriology. 9.ed. Baltimore: Williams &
Wilkins, 1994. p. 186-187.

HOORFAR,J.; BAGGENSEN, D.L.; PORTING, P.H.A PCR-based strategy for simple and rapid
identification of rough presumptive Salmonella sp. isolates. Journal of Microbiological
Methods, Copenhagen, v. 5, p. 7-84, 1999.

HURD, H.S. et al. Rapid infection in market-weight swine following exposure to a Salmonella
sp. Typhimurium — contaminated enviroment. American Journal Veterinary Research,
lowa,v. 62, n. 8, p. 1197-1194, 2001.

HURD, H.S. et al. Salmonella enterica infections in market swine with and
without transport and holding. Applied and Environmental Microbiology,
lowa, v. 68, n. 5, p. 237-2381, 2002.



74

INSTAT. Graphpad Instat tm. versao 2.1. San Diego : Graphpad Software,
1993. 1 disquete.

JACOBS, J. et al. Studies on the incidence of Salmonella sp. in imported fish
meal. Zentralblatt flir Veterinarmedizin, Berlin, v. 10, p. 542-550, 1963.

JAKABI, M. et al. Observa¢Oes laboratoriais sobre surtos alimentares de
Salmonella sp. sp, ocorridos na grande Sao Paulo, no periodo de 1994 a 1997.
Revista Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, v. 58, n. 1, p. 47-51, 1999.

JAY, J.M. Modern food microbiology. 5™ ed. New York: Chapman & Hall, 1992. 661 p.

JUBB, K.V.F; KENNEDY, P.C.; PALMER, N. Pathology of domestic animals.
3 ed. Washington: Academic Press,1985. v. 2, p. 135-143.

JUNE, G.A. et al. Relative effectiveness of selenite cystine broth, tetrathionate
broth and Rappaport-Vassiliadis Medium for the recovery of Salmonella from
raw flesh and other highly contaminated foods: precollaborative study. The
Journal of AOAC International, Washington, v. 78, n. 2, p. 375-380, 1995.

KAMPELMACHER, E.H. et al. Further studies on Salmonella in
slaughterhouses and in normal slaughter pigs. Zentralblatt fir
Veterinarmedizin, Berlin, v. 10, p. 2-27, 1963.

KELLY, M.T.; BRENNER, D.J.; FARMER, J.J. Enterobacteriacea. In:
LANNETE, E. H. (Ed). Manual of clinical microbiology. 4 ed. Washington:
American Society for Microbiology, 1985. p. 271-272.

KICH, J. D. Desenvolvimento de um teste de ELISA-LPS para Salmonella
sp. e sua aplicacdo em rebanhos suinos na identificacdo de fatores de
risco associados a infeccdo. 2004. 112 f. Tese (Doutorado) - Programa de
Pés Graduacdo em Ciéncias Veterinarias, Faculdade de Medicina Veterinaria,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2004.

KIM, J.Y. et al. Salmonella prevalence in market weight pigs before and after shipment to
slaughter. In: INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON THE EPIDEMIOLOGY AND CONTROL OF
SALMONELLA IN PORK, 3., 1999, Washington. Proceedings. Washington: [s.n.], 1999. p.
191-193.

KRANKER, S.; DAHL, J. Bacteriological and serological examination and risk
factor analysis of Salmonella occurence in sow herds, including risk factors for
high Salmonella seroprevalence in receiver finishing herds. In:
INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON THE EPIDEMIOLOGY AND CONTROL
OF SALMONELLA IN PORK, 4, 2001, Leipzig, Germany. Procedings. Leipzig,
2001. p. 237-243.



75

LANGENEGGER, C.H.; ALFINITO, J.; LANGENEGGER, J. Salmonellas
isoladas de suinos de abate do Estado do Pard. Pesquisa Veterinéaria
Brasileira, Rio de Janeiro, v. 3, n. 3, p. 91-94,1983.

LAZARO, N. S.; TIBANA, A.; HOFER, E. Salmonella spp. in healthy swine and
in abattoir environments in Brazil. Journal of Food Protection, Rio de Janeiro,
v. 60, n. 9, p. 1029-1033, 1997.

LIESACK, W.; STACKEBRANDT, E. Occurence of novel groups of the domain bacteria as
revealed by analysis of genetical material isolated from an australian terrestrial environment.
Journal of Bacteriology, St. Lucia, Australia, v. 174, n. 15, p. 5072-5078, 1992.

LINTON, A.H. Salmonellosis in pigs. British Veterinary Journal, London, v.
135, n. 2, p. 109-112, 1979.

LO FO WONG, D. M. A. et al. Herd- level risk factors for the introduction and
spread of Salmonella in Pigs Herds. In: INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON
THE EPIDEMIOLOGY AND CONTROL OF SALMONELLA IN PORK, 3, 1999,
Washington. Proceedings. Urbana-Champaing: University of Ilinois, 1999. p.
151-154.

LO FU WONG, D.M.A. et al. Herd-level risk factors for subclinical Salmonella infection in
European finishing-pig herds. Preventive Veterinary Medicine, Denmark, v. 62, p. 253-266,
2004.

LOGUERCIO, A. et al. Elisa indireto na deteccdo de Salmonella sp. em lingiica suina. Ciéncia
Rural, Santa Maria,v. 32, n. 6, p. 7, 2002.

MAC FADDIN, J.F. Biochemical tests for identification of medical bacteria. 2. ed.
Baltimore: Williams & Wilkins, 1980. p. 527.

MALORNY, B. et al. Multicenter validation of the analytical accuracy of Salmonella PCR:
towards an international standart. Applied and Environmental Microbiology, Berlin, v. 69, n.
1, p. 290-296, 2003.

MICHAEL, G.B. Comparacdo de diferentes etapas de enriquecimento
seletivo no isolamento de Salmonella sp. sp a partir de fezes de suinos de
terminacdo. 2000. 114 f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pés
Graduacdo em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2000.

MICHAEL, G.B.; CARDOSO, M.; COSTA, M. Comparison of different seletive
enrichment steps to isolate Salmonella sp. from feces of finishing swine.
Brazilian Journal of Microbiology, Porto Alegre, v. 34, p. 138-142, 2003.



76

MILLER, R.G. et al. Xylose-lysine-tergitol-4: an improved selective agar
medium for the isolation of Salmonella. Poultry science, Champaign, v. 70, p.
2429-2432, 1991.

MIRANDA, J.B.N. et al. Ocorréncia de Salmonella sp. em farinhas utilizadas
como matéria-prima na composicdo de racdes de animais. Revista do
Instituto Adolfo Lutz, Sao Paulo, v. 38, n. 2, p. 157-160, 1978.

MOO, D. Et al. The isolation of Salmonella sp. from Jejunal and caecal lymph
nodes of slaughtered animals. Australian Veterinary Journal, Sidney, v. 56,
p. 181-183, 1980.

NADVORNY, A.; FIGUEIREDO, D.M.S.; SCHMIDT, V. Ocorréncia de
Salmonella sp. em surtos de doencgas transmitidas por alimentos no Rio Grande
do Sul em 2000. Acta Scientiae Veterinariae, Porto Alegre, v. 32, p. 47-51,
2004.

NASCIMENTO,V.P.; SILVA,A.B. Controle de qualidade de produtos de origem
avicola: programas de monitorizacdo em Salmonellas. In: CICLO DE
CONFERENCIAS DA AV.E., 4., 1994, Porto Alegre. Anais. .[S..:s.n.],
[19947].Nao paginada.

NEIVA, C. Incidéncia de Salmonellas em suinos. Memoérias do Instituto Butantan, Sado Paulo,
n. 7, p. 430-435,1946.

NGUYEN, A.N.; KHAN, M.l;; LU, Z. Amplification of Salmonella sp.
chromossomal DNA using the polymerase chain reaction. Avian Dideases,
Connecticut, v. 38, p. 119-126, 1994.

NIELSEN, B. et al. The serological response to Salmonella sp. serovars
Typhimurium and infantis in experimentally infected pigs. The time course
followed with an indirect anti-LPS ELISA and bacteriological examinations.
Veterinary Microbiology, Copenhagen, n. 47, p. 205-218, 1995.

NIELSEN,B., BAGGESEN,D.L. Update on laboratory diagnosis of subclinical
salmonella infeccions in pigs. In: INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON
EPIDEMIOLOGY AND CONTROL OF SALMONELLA IN PORK, 2., 1997,

Copenhagen. Proceedings. Copenhagen: [s.n.], 1997. p. 19-31
OLD,D.C.; THRELFALL,E.J. Salmonella. In: COLLIER, L. (ed.) Microbiology and Microbial
Infections. 9. ed. London: Topley & wilson, 1998.

OLIVEIRA, G. Avaliacdo de pontos criticos de contaminacdo por
Salmonella sp. spp. no processo da fabricagdo da farinha de visceras,
destinada a fabricacdo de racdes para aves. 1996. 64 f. Dissertacao
(Mestrado) - Programa de P6s Graduagdo em Ciéncias Veterinarias,
Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, 1996.



77

OLIVEIRA, S. Deteccdo e identificacdo de Salmonella sp., S Typhimurium,
S. Enteretidis, S. Galinarum e S. Pulorum através da reacdo em cadeia
pela polimerase (PCR) em materiais de origem avicola. 2000. 104 f.
Dissertacdo (Mestrado) - Programa de P6s Graduacdo em Ciéncias
Veterinarias, Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, 2000.

OLIVEIRA, S. Detection and identification of Salmonellas from poultry-related
samples by PCR. Veterinary Microbiology, Porto Alegre, v. 87, p. 25-35,
2002.

PESTANA, B.R.; RUGAI, E. O porco normal como portador de salmonelas.
Revista do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, v. 3, p. 232-235, 1943.

RAHN, K. et al. Amplification of an invA sequence of Salmonella sp.
typhimurium by polimerase chain reaction as a specific method of detection of
Salmonella sp. Molecular and Cellular Probes, Ontario, n. 6, p. 271-279,
1992.

RAMBACH, A. New plate medium for facilitated differentation of Salmonella
spp. From Proteus spp. And other enteric bacteria. Applied and
Environmental Microbiology, Washington, v. 56, n. 1, p. 301-303, 1990.

RAPPOLD, H.; BOLDERDIJK, R. Modified lysine iron agar for isolation of
Salmonella from food. Applied and Environmental Microbiology,
Washington, v. 38, n. 1, p. 162-163, 1979.

REYNOLDS, I.M.; MINER, P.W.; SMITH,R.E. Salmonella sp. Enteritidis from
porcine meningitis. A case report. Cornell Veterinarian, New York, v. 58, n. 1,
p. 180-185, 1968

RIBEIRO, M.C.; SOARES, M.M.S.R. Microbiologia prética roteiro e manual:
bactérias e fungos. Sdo Paulo: Atheneu, 1993, 112p.

RILEY, M.G.l. The incidence of Salmonella in normal slaughtered pigs.
Australian Veterinary Journal, Brunswick, v. 46, p. 40-43, 1970.

ROSSEN, L. et al. Inhibition of PCR by components of food samples, microbiol
diagnostic assays and DNA-extration solutions. International Journal of Food
Microbiology, Lyngby, n. 17, p. 37-45, 1992.

SALYERS, A.A.; WHITT, D.D. Salmonella sp. Infections. In: BACTERIAL
Pathogenesis. Washington: American Society for Microbiology Press, 1994. p.
229-243.

SAMBROOK, R.; FRITSCH, E.F.; MANIATIS, T. Molecular Cloning: a
laboratory manual. 2. ed. New York: Cold Spring Harbour Laboratory Press,
1989. v. 3, 417p.



78

SANDBERG, M. et al. An evaluation of the Norwegian Salmonella surveillance
and control program in live pig and pork. International Journal of Food
Microbiology, Oslo, n. 72, p. 1-11, 2002.

SANTOS, L.R. et al. Phage Types of Salmonella sp. Enteritidis isolated from
clinical and food samples and from broiler carcasses in Southern Brazil.
Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo, Séo Paulo, v. 45, n.
1, p. 1-4, 2003.

SCHNURRENBERGER, P.R.; MARTIN, R.J.; GALTON, M.M. Prevalence of
Salmonella sp. spp. in domestic animals and wildlife on selected illinois farms.
Journal of American Veterinary Medicine Association, Schaumburg, v. 153,
n. 4, p. 442-445, 1968.

SHARMA, R.M.; PARKER, R.A. Evaluation of culture media for isolation of Salmonella from
faeces. Journal of Appiel Microbiology, Washington, v. 18, n. 4, p. 589-595, 1969.

SHERROD, P.S. et al. Relative effectiveness of selective plating agars for recovery of
Salmonella species from selected high-moisture foods. Journal of AOAC International,
Washington, v. 78, n. 3, p. 679-690, 1995.

SCHWARTZ, K. J. Salmonellosis. In: STRAW, et al.. Diseases of swine. 8.ed.
Ames, lowa: University Press, 2000. p.535-551.

SILVA, C.H.P.M. Bacteriologia: um texto ilustrado. Rio de Janeiro: Eventos, 1999. p.181.

SILVA, E.N. et al. Salmonelas em farinhas de origem animal destinadas a
fabricacdo de racbBes. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campinas, v. 25, n. 2, p. 169-173, 1973.

SILVA, L. E. et al. Infeccdo por Salmonella sp. em um sistema de producdo de suinos. In:
CONGRESSO DE VETERINARIOS ESPECIALISTAS EM SUINOS, 11, 2003, Goiania. Anais.
Goiania, 2003. v 1, p. 65.

SILVA, L.E. Estudo longitudinal da infec¢do por Salmonella sp. em um sistema integrado
de producdo de suinos. 2004. 64 f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pds Graduacgéo
em Ciéncias Veterinarias, Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, 2004.

SILVA, N.; JUNQUEIRA, V.C.A.; SILVEIRA, N.F.A. Manual de métodos de analise
microbiologica de alimentos. S&o Paulo : Varela, 1997. 295p. cap. 5: Detecgdo de
Salmonella.

SOBESTIANSKY, J. et al. Salmonelose. In: CLINICA e patologia suina.
Goiania: [s.n.], 1999. p.464.

STONE, G.G. et al. Detection of Salmonella sp. serovars from clinical samples by enrichment
broth cultivation-PCR procedure. Journal of Clinical Microbiology, Kansas, v. 32, n. 7, p.
1742-1749, 1994,

SWANENBURG,M. et al. Tonsils of slaughtered pigs as marker sample of Salmonella sp.
positive pork. In; INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON THE EPIDEMIOLOGY AND CONTROL



79

OF SALMONELLA SP. IN PORK, 3,1999, Washington. Proceedings. Washington, 1999. p.
264-265.

SWANENBURG, M. et al. Salmonella sp. in slaughter pigs: prevalence, serotypes and critical
control point during slaughter in two slaughterhouses. International Journal of Food
Microbiology, Lelystad, v 70, p. 243-254, 2001a.

SWANENBURG, M. et al. Salmonella in slaughter pigs: the effect of logistic
slaughter procedures of pigs on the prevalence of Salmonella in pork.

International Journal of Food Microbiology, Lelystad, v. 70, p. 231-242,
2001b.

TATE, C.R. et al. The isolation of salmonellae from poultry farm enviromental samples by

several enrichment procedures using plating media with and without novobiocin. Poultry
Science, Champaign, v. 69, p. 721-726, 1990.

TOMA, B. et al. Apllied veterinary epidemiology and the control of disease
in populations. France: AEEMA, 1999. 530 p.

TORRENCE, M. E. Understanding epidemiology. St. Louis: Mosby, 1997.
180p.

TORTORA, G.J.; FUNKE, B. R.; CASE, C.L. Introducion a la Microbiologia. 3 ed.
Zaragoza: Acribia, 1993. 792 p.

TRKOV, M. et al. Detection of Salmonella in food over 30 h using enrichment and polymerase
chain reaction. Food Microbiology, Ljubljana, v. 16, p.393-399, 1999.

VAN DER GAAG, M. A. et al. A state-transition simulation model for the spreadof Salmonella

sp. in the pork supply chain. European Journal of Operational Research, Lelystad, v. 156, p.
782-798, 2004.

VAN DER WOLF, P.J. et al. Salmonella infections in finishing pigs in the
Netherlands: bacteriological herd prevalence, serogroup and antibiotic resitance

of isolates and risk factors for infection. Veterinary Microbiology, Boxtel, v. 67,
p. 263-275, 1999.

VAN DER WOLF, P. J. et al. Herd level husbandry factors associated with the serological

Salmonella sp. prevalence in finishing pig heards in The Netherlands. Veterinary
Microbiology, Boxtel, n.78, p. 205-219, 2001.

VAN WINSEN, R. L. et al. Monitoring of transmission of Salmonella sp. enterica serovars in

pigs using bacteriological and serological detection methods. Veterinary Microbiology,
Uthrecht, n. 80, p. 267-274, 2001.

VARNAM, A. H. ; EVANS, M. G. Salmonella sp. In: FOODBORNE Pathogens an lllustrated
Text. [S.l], England : Wolff, 1991. p. 51-462.

VASSILIADIS, P. et. al. Salmonella isolation with Rappaport-Vassiliadis enrichment medium
seeded with different size inocula of pre-enrichment culture of meat products and sewage
polluted water. Journal of Hygiene, London, v. 95, p. 139-147, 1985.

WARD, D. M.; WELLER, R.; BATESON, M. M. 16S rRNA sequences reveal numerous
uncultured microorganisms in natural community. Nature, Bozeman, v.345, p. 63-65, 1990.



80

WEISS, L.H.N. et al. Occurence of Salmonella sp. in finishing pigs in south
Brazil. In: INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON EPIDEMIOLOGY AND
CONTROL OF SALMONELLA SP. IN PORK, 2., 1997, Copenhagen.
Proceedings. Washington: [s.n.], 1999. p.184-185.

WILCOCK, B.P. et al. The significance of the serotype in the clinical and
pathological features of naturally occurring porcine salmonellosis. Canadian
journal of comparative medicine, Indiana, v. 40, p. 81-88, 1976.

WILCOCK, B.P.; SCHWARTZ, K.J. Salmonellosis. In: LENSAN, A.D.;SHAW,
B.E.; MENGELIN L. W. et al. (Eds) Diseases of swine. 7. ed. lowa: lowa
University Press, 1992. p.570-583.

WILLIAMS, B.M. Environmental considerations in salmonellosis. The
Veterinary Record, London, v. 96, p.318-321, 1975.

WILLIAMS, L.P.; VAUGHN,J.B.; BLANTON,V. A ten-month stydy of Salmonella
sp. contamination in animal protein meals. Journal of American Veterinary
Medicine Association, Schaumburg, v. 155, n. 2, p. 167-174, 1969.

ZEBRAL, A.A.; FREITAS, C.A.; HOFER, E. Ocorréncia de Salmonella sp. em
ganglios linfaticos de suinos aparentemente normais, abatidos no matadouro
de Santa Cruz, cidade do Rio de Janeiro, Memorias do Instituto Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro, v.72, n.3/4, p. 223-235, 1974.



APENDICE 1

Resultados sorolégicos da Granja 1 (separado por baias). Note-se
que todos os animais positivos, marcados em cinza claro, estdo proximos ao
ponto de corte que é 0,169. Os resultados dentro da caixa negritada sao 0s
controles.

Protocolo Granja Amostra NUmero mediana correcdo/regressao

[ =Y

negativo

2 positivo

3 positivo

4 positivo
S.typhi97 G1B1 1 5 0,124 0,104 negativo
S.typhi97 G1B1 2 6 0,27 0,226 positivo
S.typhi97 G1B1 3 7 0,109 0,091 negativo
S.typhi97 G1B1 4 8 0,23 0,192 positivo
S.typhi97 G1B1 5 9 0,107 0,090 negativo
S.typhi97 G1B2 1 10 0,149 0,125 negativo
S.typhi97 G1B2 2 11 0,087 0,073 negativo
S.typhi97 G1B2 3 12 0,097 0,081 negativo
S.typhi97 G1B2 4 13 0,116 0,097 negativo
S.typhi97 G1B2 5 14 0,065 0,054 negativo
S.typhi97 G1B3 1 15 0,184 0,154 negativo
S.typhi97 G1B3 2 16 0,116 0,097 negativo
S.typhi97 G1B3 3 17 0,133 0,111 negativo
S.typhi97 G1B3 4 18 0,103 0,086 negativo
S.typhi97 G1B3 5 19 0,123 0,103 negativo
S.typhi97 G1B4 1 20 0,106 0,089 negativo
S.typhi97 G1B4 2 21 0,081 0,068 negativo
S.typhi97 G1B4 3 22 0,104 0,087 negativo
S.typhi97 G1B4 4 23 0,083 0,069 negativo
S.typhi97 G1B4 5 24 0,095 0,079 negativo
S.typhi97 G1B5 1 25 0,145 0,121 negativo
S.typhi97 G1B5 2 26 0,174 0,146 negativo
S.typhi97 G1B5 3 27 0,197 0,165 negativo
S.typhi97 G1B5 4 28 0,151 0,126 negativo
S.typhi97 G1B5 5 29 0,206 0,172 positivo
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APENDICE 2

Resultados sorologicos da granja 2. Todos os animais foram

negativos. Os resultados dentro da caixa negritada séo os controles.

Protocolo Granja Amostra NUmero mediana correcdo/regressao

negativo

positivo
positivo

positivo

S.typhi97 G2B1 1 30 0,089 0,074 negativo
S.typhi97 G2B1 2 31 0,07 0,059 negativo
S.typhi97 G2B1 3 32 0,063 0,053 negativo
S.typhi97 G2B1 4 33 0,109 0,091 negativo
S.typhi97 G2B1 5 34 0,071 0,059 negativo
S.typhi97 G2B2 1 35 0,121 0,101 negativo
S.typhi97 G2B2 2 36 0,084 0,070 negativo
S.typhi97 G2B2 3 37 0,057 0,048 negativo
S.typhi97 G2B2 4 38 0,063 0,053 negativo
S.typhi97 G2B2 5 39 0,084 0,070 negativo
S.typhi97 G2B3 1 40 0,089 0,074 negativo
S.typhi97 G2B3 2 41 0,079 0,066 negativo
S.typhi97 G2B3 3 42 0,099 0,083 negativo
S.typhi97 G2B3 4 43 0,067 0,056 negativo
S.typhi97 G2B3 5 44 0,12 0,100 negativo
S.typhi97 G2B4 1 45 0,057 0,048 negativo
S.typhi97 G2B4 2 46 0,077 0,064 negativo
S.typhi97 G2B4 3 47 0,078 0,065 negativo
S.typhi97 G2B4 4 48 0,123 0,103 negativo
S.typhi97 G2B4 5 49 0,102 0,085 negativo
S.typhi97 G2B5 1 50 0,124 0,104 negativo
S.typhi97 G2B5 2 51 0,09 0,075 negativo
S.typhi97 G2B5 3 52 0,085 0,071 negativo
S.typhi97 G2B5 4 53 0,064 0,054 negativo
S.typhi97 G2B5 5 54 0,053 0,044 negativo
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APENDICE 3

Resultados sorolégicos da granja 3. Note-se que a metade dos
animais ficaram proximos ao ponto de corte de 0,169. Os resultados dentro da

caixa negritada sédo os controles.

Protocolo Granja  Amostra Numero mediana correcao/regressao

negativo

positivo
positivo

DOSItivo

S.typhi97 G3B1 1 55 0,286 0,239 positivo
S.typhi97 G3B1 2 56 0,095 0,079 negativo
S.typhi97 G3B1 3 57 0,117 0,098 negativo
S.typhi97 G3B1 4 58 0,107 0,090 negativo
S.typhi97 G3B1 5 59 0,164 0,137 negativo
S.typhi97 G3B2 1 60 0,128 0,107 negativo
S.typhi97 G3B2 2 61 0,102 0,085 negativo
S.typhi97 G3B2 3 62 0,092 0,077 negativo
S.typhi97 G3B2 4 63 1,011 0,846 positivo
S.typhi97 G3B2 5 64 0,135 0,113 negativo
S.typhi97 G3B3 1 65 0,474 0,397 positivo
S.typhi97 G3B3 2 66 0,17 0,142 negativo
S.typhi97 G3B3 3 67 0,084 0,070 negativo
S.typhi97 G3B3 4 68 0,129 0,108 negativo
S.typhi97 G3B3 5 69 0,267 0,223 positivo
S.typhi97 G3B4 1 70 0,103 0,086 negativo
S.typhi97 G3B4 2 71 0,524 0,438 positivo
S.typhi97 G3B4 3 72 0,09 0,075 negativo
S.typhi97 G3B4 4 73 0,108 0,090 negativo
S.typhi97 G3B4 5 74 0,52 0,435 positivo
S.typhi97 G3B5 1 75 0,21 0,176 positivo
S.typhi97 G3B5 2 76 0,137 0,115 negativo
S.typhi97 G3B5 3 77 0,076 0,064 negativo
S.typhi97 G3B5 4 78 0,168 0,141 negativo
S.typhi97 G3B5 5 79 0,166 0,139 negativo
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APENDICE 4

SOROLOGIAS AO ABATE:

Sorologia dos suinos da Granja 1 ao abate. Os resultados dentro da

caixa negritada sé&o os controles.

Protocolo Granjal Amostra NUmero mediana correcdo/regressao

negativo

positivo

positivo

positivo
Styphi98 G1 S1 55 0,209 0,196 positivo
Styphi98 G1 S2 56 0,269 0,252 positivo
Styphi98 G1 S3 57 0,186 0,174 positivo
Styphi98 G1 S4 58 0,309 0,290 positivo
Styphi98 G1 S5 59 0,619 0,580 positivo
Styphi98 G1 S6 60 0,182 0,171 positivo
Styphi98 G1 S7 61 0,205 0,192 positivo
Styphi98 G1 S8 62 0,146 0,137 negativo
Styphi98 G1 S9 63 0,254 0,238 positivo
Styphi98 G1 S 10 64 0,277 0,260 positivo
Styphi98 G1 S11 65 0,46 0,431 positivo
Styphi98 G1 S12 66 0,253 0,237 positivo
Styphi98 G1 S 13 67 0,776 0,728 positivo
Styphi98 G1 S14 68 0,224 0,210 positivo
Styphi98 G1 S 15 69 0,235 0,220 positivo
Styphi98 G1 S 16 70 0,226 0,212 positivo
Styphi98 G1 S 17 71 0,244 0,229 positivo
Styphi98 G1 S 18 72 0,306 0,287 positivo
Styphi98 G1 S19 73 0,037 0,035 negativo
Styphi98 G1 S 20 74 0,219 0,205 positivo
Styphi98 G1 Ss21 75 0,247 0,232 positivo
Styphi98 G1 S22 76 0,183 0,172 positivo
Styphi98 G1 S 23 77 0,292 0,274 positivo
Styphi98 G1 S24 78 0,334 0,313 positivo

Styphi98 G1 S25 79 0,566 0,531 positivo



Sorologia dos suinos da granja 2 ao abate.

Protocolo Granja2 Amostra Nimero mediana corre¢do/regressao

0,169 0,158 negativo
0,343 0,322 positivo

0,829 0,777 positivo
1,085 1,017 positivo

Styphi98 G2 S1 30 0,357 0,335 positivo
Styphi98 G2 S2 31 0,352 0,330 positivo
Styphi98 G2 S3 32 0,228 0,214 positivo
Styphi98 G2 S4 33 0,713 0,669 positivo
Styphi98 G2 S5 34 0,982 0,921 positivo
Styphi98 G2 S6 35 0,276 0,259 positivo
Styphi98 G2 S7 36 0,902 0,846 positivo
Styphi98 G2 S8 37 0,224 0,210 positivo
Styphi98 G2 S9 38 1,127 1,057 positivo
Styphi98 G2 S 10 39 0,365 0,342 positivo
Styphi98 G2 S11 40 0,403 0,378 positivo
Styphi98 G2 S12 41 0,423 0,397 positivo
Styphi98 G2 S13 42 0,23 0,216 positivo
Styphi98 G2 S14 43 0,219 0,205 positivo
Styphi98 G2 S 15 44 0,194 0,182 positivo
Styphi98 G2 S 16 45 0,25 0,234 positivo
Styphi98 G2 S17 46 0,429 0,402 positivo
Styphi98 G2 S 18 47 0,402 0,377 positivo
Styphi98 G2 S 19 48 1,095 1,027 positivo
Styphi98 G2 S 20 49 0,209 0,196 positivo
Styphi98 G2 s21 50 0,751 0,704 positivo
Styphi98 G2 S22 51 0,218 0,204 positivo
Styphi98 G2 S 23 52 0,291 0,273 positivo
Styphi98 G2 S24 53 0,356 0,334 positivo

Styphi98 G2 S 25 54 0,22 0,206 positivo



Sorologia dos suinos da granja 3 ao abate.

Protocolo Granja3 Amostra NUmero mediana correcao/regressao

1 negativo

2 positivo

3 positivo

4 positivo
Styphi98 1G3 S1 5 0,262 0,246 positivo
Styphi98 G3 S2 6 0,474 0,444 positivo
Styphi98 G3 S3 7 0,413 0,387 positivo
Styphi98 G3 S4 8 1,114 1,045 positivo
Styphi98 G3 S5 9 0,372 0,349 positivo
Styphi98 G3 S6 10 0,333 0,312 positivo
Styphi98 G3 S7 11 0,378 0,354 positivo
Styphi98 G3 S8 12 0,393 0,369 positivo
Styphi98 G3 S9 13 0,316 0,296 positivo
Styphi98 G3 S 10 14 0,352 0,330 positivo
Styphi98 G3 S11 15 0,359 0,337 positivo
Styphi98 G3 S12 16 0,483 0,453 positivo
Styphi98 G3 S13 17 0,224 0,210 positivo
Styphi98 G3 S14 18 0,488 0,458 positivo
Styphi98 G3 S 15 19 0,249 0,233 positivo
Styphi98 G3 S 16 20 0,778 0,730 positivo
Styphi98 G3 S 17 21 0,617 0,579 positivo
Styphi98 G3 S 18 22 0,359 0,337 positivo
Styphi98 G3 S19 23 0,551 0,517 positivo
Styphi98 G3 S 20 24 0,305 0,286 positivo
Styphi98 G3 S21 25 0,487 0,457 positivo
Styphi98 G3 S22 26 0,282 0,264 positivo
Styphi98 G3 S 23 27 0,169 0,158 negativo
Styphi98 G3 S24 28 0,179 0,168 negativo

Styphi9s G3 s 25 29 0,422 0,396 positivo
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