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RESUMO

O Brasil ocupa uma posi¢do de destaque mundial em relacdo a producdo agropecuaria,
sendo necessario fornecer seguranca microbioldgica aos consumidores. Salmonella é
um agente causador de infeccbes alimentares em seres humanos, de forma que o0s
produtos de origem suina sdo responsaveis por cerca de 5-10% dos surtos em humanos.
O controle depende do conhecimento da distribuicdo da bactéria desde o rebanho até o
frigorifico. Em regibes com altas prevaléncias no campo, esforcos direcionados
primeiramente em reduzir a prevaléncia nos rebanhos visam minimizar os riscos de
contaminacdo dos produtos. Neste sentido, medidas de biosseguranca, seguindo boas
praticas de producdo agropecudria, sdo fundamentais. Além disso, a aplicagdo de
intervengdes complementares sdo, possivelmente, formas de reduzir a prevaléncia em
um periodo de tempo mais curto. Desta forma o objetivo deste trabalho foi validar trés
estratégias: 1) utilizacdo de um prebiodtico Actigen®™ na ragdo dos animais, (PRE); 2)
uma vacina viva Enterisol SC 54®, (VAC) e 3) o sistema de wean-to-finish, (WTF).
Estes grupos foram comparados entre si e com o sistema tradicional em trés sitios, o
grupo controle (GC), frente a soroprevaléncia e contaminacdo em carcacas. Cada
estratégia foi realizada em trés repeticdes, sendo colhidas amostras de sangue de 55
animais de cada lote no dia do alojamento na terminacdo e quatro dias antes do abate.
Suabe de 40 carcacas de cada lote foram colhidas antes do resfriamento. As
soroprevaléncias e frequéncias de isolamento foram comparadas entre 0s grupos por
meio de teste de qui-quadrado. A soroprevaléncia pré-abate foi estatisticamente menor
no grupo PRE 50,3% em relacdo ao WTF, VAC e GC, com 99%, 96,9% e 98,8%
respectivamente. As frequéncias de isolamentos em superficie de carcaca variaram de
0% a 29,1% nos grupos PRE e VAC respectivamente, sendo que ambas diferem
significativamente entre si e dos grupos CG 18,33% e WTF 15% (p<0,05). Pode-se
comprovar a eficacia do prebidtico em prevenir a infeccdo a campo frente as demais
estratégias. Em relacdo as contaminagdes de carcacas, 0s resultados corroboram com os
conhecimentos acerca do papel da pressdo de infeccdo do campo nas contaminagdes na

planta frigorifica.

Palavras Chave: Salmonella, suinos, soroprevaléncia, controle



ABSTRACT

Brazil has been increasing its worldwide position in relation to agricultural production,
and is necessary providing food safety to consumers. Salmonella is a foodborne
pathogen for humans and pork products play an important role in the amount of
outbreaks. The control depends on the knowledge of the distribution of the bacteria
occurrence from the herd to the slaughterhouse. In regions with high on farm
prevalence, efforts are primarily directed to reduce the prevalence in the swine
population in order to minimize the risks of products contamination. In this sense,
biosecurity measures and good production practices are useful. Moreover, increase the
knowledge about additional interventions, to reduce on farms prevalence in a shorter
period of time, also is important. Therefore, the objective of this work was to validate
three strategies: 1) use of Actigen ® ™ prebiotic in animal feed, (PRE); 2) a live
vaccine Enterisol SC54® (VAC); and 3) the system of wean- to-finish, (WTF).
Seroprevalence and contamination on carcasses surface in these groups were compared
with the traditional system in three sites (the control group-CG). Each strategy was
performed in three replicates, and blood samples were collected from 55 animals of
each batch at the first day of finishing phase and four days before slaughter. Swabs of
40 carcasses were taken from each batch before chilling. The seroprevalence and
isolation frequencies were compared between groups using logistic regression. The
seroprevalence before slaughter was lower in PRE (50.3%) compared with the WTF,
VAC and GC groups, with 99%, 96.9% and 98.79%, respectively. The frequency of
Salmonella isolation was lower in PRE group 0%, when compared with the other
groups (p<0.05). The results prove that prebiotic is able to prevent infection in the field
compared to the other strategies. Regarding the carcass contamination, these finds are
consistent with the knowledge on the role of infection pressure in the field

contamination in the plant.

Key words: Salmonella, pigs, seroprevalence, control
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1 INTRODUCAO

A pecuéria brasileira se destaca como uma das mais importantes no mundo,
tendo um dos maiores rebanhos de bovinos de leite, corte, aves e suinos. O censo
agropecuario de 2012 mostrou que 49,5% dos mais de 38 milhdes de suinos do rebanho
nacional estavam na regido Sul do pais, sendo que o Estado de Santa Catarina possuia o
maior rebanho, com aproximadamente 7,4 milhes de animais (IBGE, 2012). Quanto
aos produtos de origem animal, registraram-se aumentos na producdo no ano de 2011
em comparacgdo a 2010 (IBGE, 2011). A producéo de carne suina tem um crescimento
projetado de 1,9% ao ano, atendendo assim ao consumo domestico e as exportagdes.
Essas taxas correspondem ao acréscimo de 20,6% na producdo de carne suina, entre
2013 e 2023 (BRASIL, 2013).

Além do volume de producdo, deve ser mantida a preocupacdo com a saude
publica e o comércio internacional, uma vez que as relagdes comerciais de produtos de
origem animal sofrem forte influéncia das medidas regulatérias das agéncias de
vigilancia e da opinido publica. Por meio de acordos como o Acordo Sanitario e
Fitossanitario (SPS), a Organizacdo Mundial de Comeércio (OMC) regulamenta as bases
sobre seguranca dos alimentos e padrGes em saude animal e vegetal (OMC, 1995),
sendo a inocuidade dos alimentos um aspecto notdrio neste acordo.

Dentre os micro-organismos patogénicos ao ser humano e associados a
suinocultura esta Salmonella. Segundo o Ministério da Saude (MS) Salmonella foi a
bactéria mais comumente envolvida em surtos de doencas transmitidas por alimentos
(DTAs) durante os anos de 2000 a 2011 no Brasil (BRASIL, 2011a). Nos Estados
Unidos da América, o Centro de Controle de Doencas (CDC), estima que Salmonella
seja responsavel por 11% das infecgbes alimentares, e 35% das hospitalizacdes
resultantes dessas. Ainda, atribui-se a Salmonella 28% das mortes em casos de
toxinfeccdes alimentares (CDC, 2011). De acordo com um estudo conduzido com base
nos dados de notificagcbes de surtos ocorridos na Europa, durante os anos de 2005 e
2006, a participacdo da carne suina em casos de salmonelose humana foi estimada em
cerca de 10% (PIRES et al., 2010).

A ligacdo entre a producdo primaria e a seguranca dos alimentos remete a
conceitos como farm-to-table (da fazenda a mesa). Este conceito resgata, além da
integracdo entre as diferentes etapas da producdo de alimentos, um entendimento da

necessidade de qualidade e medidas de agcdo no campo para o controle da qualidade do
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produto final. Desta forma, integrando a salde e bem estar animal por meio de
regulamentacdes e medidas de vigilancia agropecuaria visando a protecdo da saude
humana e dos mercados (EFSA, 2013).

O controle econdmico e efetivo de Salmonella na cadeia de producédo de suinos
depende necessariamente do conhecimento da distribuicdo de ocorréncia do patégeno
desde a producdo primaria até o frigorifico, e o foco de atuacdo necessita de
informacdes de cada etapa do processo (ALBAN e STARK, 2005). Em paises como a
Dinamarca, o programa de controle teve inicio em 1995. O elemento chave se baseou na
correta identificagdo e classificacdo dos rebanhos quanto a prevaléncia, para o
consequente controle a campo, logistica de entrega de animais ao abate e medidas
especificas de controle no frigorifico. Desta forma é considerado um programa
integrado entre o campo e a induastria (ALBAN et al., 2002).

No Brasil, especificamente no sul do pais, estima-se que as prevaléncias de
animais soropositivos ou excretando a bactéria em nivel de campo ou ao abate sejam
altas (BESSA et al., 2004; SILVA et al., 2006). Neste sentido, estudos vém sendo
desenvolvidos no intuito de melhor entender a epidemiologia de Salmonella nos
diferentes elos do sistema de producdo. Miiller et al. (2009) e Schwarz et al. (2009)
descrevem que o periodo de terminacéo € critico para a amplificacdo da contaminacdo e
infeccdo. Castagna et al. (2004) concluem em seu trabalho que a presenca da bactéria no
intestino do animal é fator de risco para a contaminacdo da carcaca e de produtos
embutidos e Kich et al. (2011) encontraram correlacdo entre isolados (pulsotipos) de
fezes, piso das baias, linfonodos e carcagas.

Os esforcos dirigidos no intuito de reduzir a prevaléncia nos animais, controlar
a infeccdo e disseminagdo no campo passam desde correcdo de fatores de risco e adogdo
de medidas higiénico-sanitarias rigidas em fabricas de racGes, granjas e frigorificos.
Estratégias adicionais sdo de interesse, uma vez que podem ser alternativas de auxilio as
boas préticas de producdo, tornando menor o tempo até a diminuicdo da prevaléncia.

Trabalhos realizados em parceria entre a Embrapa Suinos e Aves e o0 Setor de
Medicina Veterindria Preventiva da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS) tém o intuito de proporcionar conhecimento, e propor medidas ao controle da
Salmonella. Desta forma, este trabalho teve como objetivo validar a utilizacdo de
prebidtico, vacina viva e sistema wean-to-finish comparados ao controle (sistema basico
de boas préticas de producdo) como estratégias adicionais ao controle de Salmonella nas

etapas de criacdo de suinos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Género Salmonella

Salmonella pertence & familia das Enterobacteriaceae, é um cocobacilo Gram-
negativo, ndo esporulado, mével por meio de flagelos peritriqueos (com poucas
excecdes) tendo metabolismo tanto respiratorio quanto fermentativo (HOLT et al.,
1994). A faixa de crescimento de Salmonella ocorre entre 25-43°C, sendo relatada a
multiplicacdo em temperaturas de refrigeracdo (4-10 °C) e morte em temperaturas
acima de 55°C. A faixa de pH suportado varia de 3,6 até 9,5, sendo o valor 6timo para o
crescimento proximo a 7,4 (BUNCIC, 2006).

Possui estruturas proteicas denominadas fimbrias, que atuam no sentido de
permitir a interacdo entre a bactéria e as células intestinais do hospedeiro. Embora um
numero grande de fimbrias seja relacionado a Salmonella as fimbrias tipo | foram as
primeiras a serem relatadas, sendo as mais comumente relacionadas com a adesédo e
consequente invasdo dos enterdcitos (ALTHOUSE et al., 2003).

Existem duas espécies de Salmonella: Salmonella bongori e Salmonella
enterica sendo a Ultima dividida nas seguintes subespécies: S. enterica subsp. salamae,
S. enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae,
S. enterica subsp. indica e S. enterica subsp. enterica. A subespécie enterica esta
relacionada com 99,5% das cepas isoladas em seres humanos (GRIMONT e WEILL,
2007). Salmonella enterica subsp. enterica € usualmente dividida em sorovares
conforme o esquema de Kauffmann-White, baseado nos antigenos O (somaéticos), H
(Flagelar) e ocasionalmente capsular (Vi) (QUEEN et al., 1994). Ssegundo Grimont e
Weill (2007) existem um grande nimero de sorovares.

De acordo com Barrow et al. (2010) a classificacdo da Salmonella pode
também ser feita com relacdo a adaptacdo ao hospedeiro. Uma forma de classificar seria
dividindo em trés grupos. O primeiro, chamado hospedeiro especifico causa doenca
septicémica em um numero limitado de hospedeiros filogeneticamente relacionados,
caso da Salmonella Typhi, Gallinarum e Abortusovis associadas a humanos, frangos e
ovinos respectivamente. A segunda classificacdo, hospedeiro restrito, preferencialmente
causa doenca septicémica em uma espécie de hospedeiro, mas pode ocorrer em outras.
Neste encontram-se a Salmonella Dublin e Choleraesuis mais comumente associadas a

ruminantes e suinos. A terceira chamada de ubiquitaria compreendem Salmonella
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Typhimurium e Enteritidis, por exemplo, e podem causar gastroenterite em um grande
namero de hospedeiros.

De acordo com Hirsh et al. (2004) a Salmonella pode ser considerada uma
bactéria de ampla distribuicdo, tanto do ponto de vista geografico quanto do ponto de
vista zooldgico, ou seja, se aceita que os membros do género Salmonella sdo
encontrados no solo, &gua, ambientes naturais e fomites, bem como no trato
gastrointestinal de mamiferos e aves, tanto domésticos e selvagens, peixes, anfibios e
répteis.

As caracteristicas de resisténcia da bactéria no solo, instalacdes e fomites
variam sensivelmente tendo em vista as caracteristicas do ambiente e da cepa em
questdo. Em estudo realizado para avaliar o tempo de sobrevida das bactérias em
superficies de manipulacdo de alimentos, Libuchi et al. (2010) relatam que cepas
formadoras de biofilme sobreviveram com contagens de 10* UFC/placa por 175 dias em
balcGes de polietileno. Nos dejetos, esta bactéria pode sobreviver por 10 a 15 dias,
sendo que foi encontrada sobre o solo a distancias de mais de 100 metros do local de
origem dos dejetos. O solo e a matéria organica atuam como microambiente e
proporcionam condic¢des ndo s6 de sobrevida como de multiplicacdo a Salmonella. Em
uma estacdo de tratamento de esgoto, 100% das amostras encontradas puderam ser re-
isoladas apdés um ano no sedimento do tanque de tratamento (WINFRILD e
GROSMANN, 2003).

A eficiéncia de agentes sanitizantes frente a amostras de S. Typhimurium foi
estudada por Kich et al. (2004). Os autores encontraram que as condi¢des de tempo de
exposi¢do ao produto quimico e presenca de matéria organica afetaram a eficiéncia. Os
desinfetantes hipoclorito de sddio (1%) e acido peracético foram eficazes, independente
das condicGes de matéria organica e temperaturas testadas (10 e 30°C). Ja os
desinfetantes a base de amodnia quaternéria, hipoclorito de sédio (0,1%),
glutaraldeido/cloreto de benzalconio e iodofor tiveram sua atividade prejudicada na
presenca de matéria organica.

As comparagdes de concentragdes e tempo de contato do grupo quaternario de
amonio e iodofor foram avaliadas por Borowsky et al. (2006). Em relagdo ao composto
quaternario de amdnio, todas as 96 amostras se mostraram sensiveis nas concentragoes
recomendadas pelo fabricante, em subconcentragcdo, bem como em tempos de contato
diferentes. Foram observadas amostras resistentes as duas concentracdes de iodofor

estudadas, bem como em diferentes tempos de contato.
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2.2 Salmonelose no homem

Exceto os sorovares Typhi e Paratyphi, especificos para o0 homem, causando a
febre tifoide e a febre entérica respectivamente, os demais sdo chamados de ndo tificos e
considerados zoonoses, causando principalmente enterocolites (ACHA e SZYFRES,
2003). As enterocolites tém sintomas de gravidade varidvel, de acordo com os diversos
mecanismos de viruléncia e estado imunitario do hospedeiro. De forma geral
Salmonella é uma bactéria intracelular facultativa, que no processo de infeccdo
atravessa a camada epitelial do intestino, alcancando a lamina prépria, onde se
proliferam, sdo fagocitadas pelos mondcitos e macrofagos, resultando em resposta
inflamatdria, decorrente da hiperatividade do sistema reticuloendotelial/monaocitico
fagocitario (SHINOHARA et al., 2008).

Acha e Szyfres (2003) relatam que o periodo de incubagdo nos casos ndo
tificos varia de 6 a 72 horas, seguida de febre, mialgia, cefaleia, colicas, nausea, diarreia
e vomitos. O curso da doenca costuma ser autolimitante levando de dois a quatro dias,
sendo que os individuos podem permanecer portadores da bactéria por semanas e mais
raramente por alguns meses. Exce¢des sdo encontradas nos casos dos sorovares
Choleraesuis, Sendai e Dublin. Embora os casos sejam raros, estes sorovares podem
produzir uma doenca septicémica severa no ser humano. E relatado que no caso da S.
Choleraesuis, 50% dos individuos podem ter bacteremia e cerca de 20% virem a obito.

Infeccbes invasivas por Salmonella tém sido abordadas como doencas de
importancia em grupos de pessoas consideradas de risco, como os infectados pelo virus
da HIV, Plasmodium (malaria), bem como desnutridos, diabéticos e doentes
oncologicos (FEASEY, 2012). Vugia et al. (2004) citam, em estudo conduzido com 0s
dados do Foodborne Diseases Active Surveillance Network (FoodNet) nos Estados
Unidos da América (EUA), que a incidéncia anual de salmonelose invasiva foi de 0,9
€as0s/100.000 habitantes expostos durante os anos de 1996 e 1999. Criangas menores de
um ano e idosos com mais de 60 foram as faixas etarias com maior incidéncia anual.
Entre os adultos, individuos com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA)
tiveram a maior taxa.

Os numeros de surtos de salmonelose humana ao redor do mundo,
especificamente as enterocolites, foram exploradas no estudo de Doyle et al. (2009). Os

autores encontraram, entre 0s anos de 1996 e 2007, diminuicdo marcada nos surtos de
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salmonelose na Europa, diminuicdo discreta nos EUA e Canada enquanto que na
Australia houve aumento. De acordo com o CDC, no ano de 2006 aproximadamente 5%
dos surtos de salmonelose nos Estados Unidos foram atribuidos ao consumo de carne
suina, ao passo que Doyle et al. (2009) citam que somadas carne suina e produtos
derivados como salames, presuntos, salsichas e linguicas foram responsaveis por cerca
de 8% dos surtos em humanos.

No Brasil o servico de vigilancia sanitaria das doencas transmitidas por
alimentos seguiu, até o ano de 2010, o sistema de Vigilancia Epidemioldgica das
Doencas de Transmissdo Hidrica e Alimentar — VEDTHA, baseado na portaria N°
2.325, de 8 de dezembro de 2003 que no seu primeiro pardgrafo dizia que:

“a ocorréncia de agravo inusitado a satde, independente de constar da
lista de agravos de notificagdo compulséria deverd também ser
notificada imediatamente as Secretarias Municipais e Estaduais de
Saude e ao Ministério da Saude” (BRASIL, 2003).

No ano de 2011 foi publicada a portaria GM/MS N° 104, de 25 de janeiro de
2011 em que as Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAS) passam a ser notificadas
como doenca de notificagdo compulsdria imediata apenas em surtos ocorridos em
aeronaves e embarcacfes (BRASIL, 2011b).

As informac6es relativas aos anos de 2000 a 2011 mostram que mais de 40%
dos 3927 surtos ocorridos, e com o agente identificado, no pais foram atribuidos a
Salmonella A participacdo de carne suina, denominada como carne suina in natura,
processados e mitdos esteve presente em aproximadamente 5% dos 3487 surtos em que
foi possivel identificar o alimento responsavel (BRASIL, 201la). Embora as
informacBes sejam originadas do sistema de vigilancia, acredita-se que uma grande
parte dos casos nao seja notificada. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
apesar dos surtos de salmonelose chamarem atencdo da midia, 60 a 80% dos casos
ocorrem de forma esporadica, sendo desta forma subnotificados ao sistema (WHO,
2013).


http://dtr2004.saude.gov.br/sinanweb/novo/Documentos/Portaria_GM-MS_n_104_de_25-01-2011_-_Pag_37_e_38.pdf
http://dtr2004.saude.gov.br/sinanweb/novo/Documentos/Portaria_GM-MS_n_104_de_25-01-2011_-_Pag_37_e_38.pdf
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2.3 Salmonelose no suino

No sistema intensivo de producdo de suinos, a salmonelose pode ter dois

enfoques: 0s casos clinicos de enterites e septicemia aguda, causados pelos sorovares
Typhimurium e Choleraesuis, respectivamente; e ao estado de portador/excretor
assintomético relativo aos sorovares do grupo ubiquitério, que sdo considerados
importantes fontes de contaminacgdes de carcacas. A apresentacdo clinica relacionada ao
sorovar Typhimurium €é de diarreia, febre e desidratacédo, levando, consequentemente, a
perdas sensiveis de produtividade. Infec¢bes septicémicas por S. Choleraesuis podem
resultar em morte slbita, entretanto 0 mais comum é os animais apresentarem letargia,
tosse, dispneia e febre alta. Algumas vezes pode haver envolvimento nervoso e
reprodutivo (aborto). No exame fisico os animais apresentam orelhas, cauda, nariz, pés
e abdémen ciandticos, sendo comum a morte em poucos dias. Os animais que
sobrevivem desenvolvem diarreia cerca de quatro dias apds o inicio da sintomatologia, e
consequentemente, definhamento (GRIFFITH et al., 2006).
De forma geral, a transmissdo do animal se da pela via fecal-oral, sendo que a bactéria
pode ser recuperada no intestino minutos apds a exposic¢ao oral (HURD et al., 2001).
Depois de ingerida pelo suino, a bactéria passa por barreiras naturais como o pH
estomacal, aumento da temperatura, baixa tensdo de oxigénio e alta osmolaridade
(OCHOA e RODRIGUEZ, 2005). Uma vez no intestino, Salmonella utiliza de adesinas
fimbriais para ligar-se as células intestinais. Apés, a bactéria inicia a invasdo das células
do apice das vilosidades e das células M, multiplicando-se no sistema monocitico-
fagocitario do hoespedeiro, podendo alcancar linfonodos, ou ganhar as vias linfaticas e
ou hematdgenas, gerando infeccdo sistémica (GRIFFTH et al., 2006). Embora a IgA de
mucosa tenha a capacidade de atuar na defesa intestinal da mucosa frente a aderéncia de
Salmonella, a principal resposta do hospedeiro frente a bactéria é celular. Os fagécitos
irdo desempenhar a primeira e mais importante linha de defesa imunoldgica contra a
bactéria, atuando no intuito tanto de elimina-la, quanto de apresentar antigenos para
sintese de citocinas pré-inflamatorias, mantendo, desta forma, a resposta ao agente
(HOLT, 2000).

Em um estudo experimental conduzido por Coté et al. (2004) animais foram
inoculados com cinco ml de indculo na concentracdo de 2,7x10'° UFC/ml de S.

Typhimurium, seguidos de coleta de fezes e necropsia nos dias 0,5, 1, 2, 3,5, 7, 10 e 14
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apos inoculacdo. Salmonella foi isolada das fezes durante todas as coletas, ou seja, 12
horas até 14 dias apds a inoculagdo os animais excretavam a bactéria. O isolamento
bacterioldgico dos tecidos revelou que a bactéria pode ser isolada em todas as coletas de
linfonodos mesentéricos, ao passo que a frequéncia diminui considerando linfonodos
cervicais e iliacos, chegando nestes a 0% no dia 14.

A relagdo de soroconversdo e isolamento a partir de fezes foram exploradas
anteriormente no trabalho de Nielsen et al. 1995. Os animais foram inoculados com S.
Typhimurium e acompanhados por coletas de fezes e sangue por 18 semanas. Foram
observados aumento nos valores de densidades Opticas (DO) entre 10 a 20 dias ap6s
inoculacdo. A excrecdo nas fezes diminuiu com o passar do tempo, sendo que a
frequéncia de isolamento no primeiro dia apds a inoculacéo foi proxima a 100%. Com o
passar dos dias houve um declinio na frequéncia de excrecao, entretanto, um declinio
marcante ocorreu apds os 20 dias de inoculacdo, ficando com valores abaixo de 10%
apos 60 dias.

Em um estudo longitudinal, realizado em trés rebanhos naturalmente
infectados, na Dinamarca, Kranker et al. (2003) acompanharam rebanhos desde o
nascimento até o abate por meio de coletas de sangue e fezes. Os animais desmamados
tiveram 0% de prevaléncia no isolamento e na sorologia. O pico de excregdo fecal
ocorreu na creche, em torno de nove semanas de vida durando em termos médios entre
18 a 26 dias. A soroconversdo foi observada apds 30 dias, sendo seu pico atingido com
cerca de 17 semanas de vida, no meio do periodo de terminacdo. Ainda, sobre o perfil
de infeccdo, a excrecdo de Salmonella nos rebanhos pode variar bastante, sugerindo que
dentro do mesmo rebanho ocorrem sucessivos ciclos de excrec¢do ou reinfecgdo (RAJIC
et al., 2005).

No Brasil, um estudo conduzido em rebanhos comerciais previamente
identificados com Salmonella enterica, acompanhou a sorologia, bacteriologia de fezes
e linfonodos mesentéricos de sete cortes de animais. As colheitas de sangue foram
realizadas nas porcas, leitbes de 1-3 dias, aos 21 dias (desmame), 21 dias apds
alojamento na creche e ao abate. Os resultados mostraram que 100% das porcas e 80%
dos leitdes de 1-3 dias foram soropositivos. Ao desmame cerca de 8% dos leitdes era
soropositivo e apds 21 dias na creche a prevaléncia foi 0%. Ao abate a soroprevaléncia
alcancou o valor de 88,42%. Os resultados de isolamento em fezes e linfonodos
mostraram que, ao desmame, cerca de 6% dos animais excretava a bactéria, ao passo

que aos 21 dias de creche 0% a excretavam. No alojamento nas granjas de terminagéo
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49% dos animais estavam excretando Salmonella, sendo que ao abate 77% dos
linfonodos mesentéricos foram positivos (SCHWARZ et al., 2006).

Demais estudos longitudinais a campo no Brasil sugerem que 0s animais
entram na terminacdo com frequéncias de soroprevaléncia abaixo de 5%, sendo que ao
fim do periodo praticamente 100% dos animais apresentam-se soropositivos (KICH et
al., 2011; SILVA et al., 2006). Estudos utilizando coletas de fezes ou contetdo do ceco
revelam gque animais ao abate podem voltar ao status de excrecdo. Fatores como estresse
de jejum, transporte, manipulacdo, mudanca de ambiente e reagrupamento social séo
tidos como determinantes para a reativacdo do estado de excretor (HURD et al., 2002;
ROSTAGNO et al., 2009).

2.4 Relagdo do campo com a industria

O conceito de integragédo entre os elos e diferentes atores da cadeia produtiva
considerando desde a producdo no campo até o produto, conhecido em inglés como
farm-to-table, ou em portugués, da fazenda a mesa, diz respeito a uma série de praticas
aplicadas tanto em nivel de campo, quanto de processamento, armazenamento e
educacdo dos consumidores com o intuito de fornecer alimento com seguranca. Este
conceito € cada vez mais empregado nos sistemas de producdo e tem sido amplamente
explorado no controle de contaminacdo da carne e produtos de origem suina por
Salmonella (EFSA, 2013).

Estudos desenvolvidos com o objetivo de estimar fatores que influenciam a
prevaléncia de carcagas encontraram associagdo entre o status do animal no campo e a
contaminacdo em carcacas. Berends et al. (1996) mostram que animais positivos para
Salmonella no campo tiveram de 3-4 vezes mais chances de terem a carcaca
contaminada e que cerca de 30% das contaminacfes de carcagas se d&do por
contaminacdo cruzada. Dentro da planta frigorifica, fatores como procedimentos
incorretos de evisceracdo aumentam a chance de contaminagdo da carcaca em 11 vezes,
e a deficiéncia de limpeza dos equipamentos aumenta em seis vezes a chance de
contaminag&o.

Correlacdo positiva entre a contaminacdo de carcaca e 0 status dos animais
abatidos foi encontrada por Botteldoorn et al. (2003). Neste estudo os autores estimam
gue a entrada de animais positivos seja responsavel por cerca de 70% das

contaminacdes de carcaca, e que aproximadamente 30%, resultado de contaminagéo
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cruzada. Baptista et al. (2010) avaliaram madltiplos fatores que influenciaram a
prevaléncia de carcagas positivas em um grande numero de frigorificos por um longo
periodo de tempo. Desta forma, o estudo foi capaz de levar em conta os efeitos de
variacdo da planta frigorifica bem como do dia da semana sobre a prevaléncia de
carcagas contaminadas. Os resultados mostraram que independentemente do frigorifico,
se 0 nimero de suinos soropositivos for mantido abaixo de 50 por dia, a prevaléncia de
carcacas ficard, em média, abaixo 3%. Ainda, o dia da semana pareceu como influente,
sendo gue aos finais de semana (sexta-feira e sdbado) ha maior chance de contaminacgéo
de carcacas em comparacdo aos demais dias. N&o foi observado efeito de aumento da
chance de contaminacdo ao decorrer dos dias da semana (segunda a quinta-feira). A
discussdo sobre a influéncia do dia da semana pautou dois aspectos, a deficiéncia na
higienizacdo da planta frigorifica principalmente em finais de semana, e o fato de que
lotes com maiores prevaléncias sao abatidos nestes dias.

Alguns paises da Europa desenvolveram programas de controle de Salmonella
em suinos, baseados na relacdo entre a inocuidade dos alimentos e a produ¢do animal,
sendo o0 mais conhecido o dinamarqués (MERLE et al., 2011). O pais em questdo
registrava altas taxas de salmonelose humana, chegando a 82,3 casos a cada 100.000
habitantes no ano de 1994. Apds um surto de enterocolite, causado por S. Infantis, ter
sido investigado e atribuido ao consumo de carne suina advinda de um frigorifico, no
ano seguinte, as autoridades dinamarquesas iniciaram o programa nacional de controle
de Samonella sp. em suinos (MOUSING et al., 1997).

O programa estabelecido na Dinamarca é digno de nota e tem como objetivo
primario reduzir o risco de contaminacdo de carne suina por Salmonella. Para tanto, tém
sido adotadas medidas em duas frentes, monitoramento soroldgico e bacterioldgico dos
rebanhos e 0 monitoramento bacteriologico das carcacas. Os rebanhos sdo submetidos a
testes mensais de sorologia de suco de carne e entdo classificados em niveis baseado na
propor¢do de animais positivos durante o periodo de trés meses. Rebanhos com
prevaléncias <40% sdo classificados em nivel um, com prevaléncias entre 40-70% no
nivel dois e com prevaléncias >70% no nivel trés (ALBAN et al., 2002).

As medidas de controle sdo especificas para cada nivel de prevaléncia.
Rebanhos classificados no nivel trés, considerados de alto risco, sdo abatidos
separadamente, em frigorifico especifico no final da jornada de abate. Para evitar a
contaminagdo cruzada, ndo é realizada a separagdo da cabeca e as carcagas passam por

tratamento téermico antes do resfriamento. S&o pesquisadas amostras de fezes oriundas



21

das baias de espera que recebem os lotes dos rebanhos niveis dois e trés para conhecer
os sorovares de Salmonella existentes. As mesmas granjas (niveis dois e trés) séo
encorajadas a reduzir a prevaléncia por meio de medidas de higiene e manejo. Ainda é
aplicada uma penalidade financeira de 2-4% no valor pago aos produtores dos niveis
dois e trés (WEGENER et al., 2003).

Considerando toda a cadeia de produgdo de carne suina, a possibilidade de
atuacdo no controle das contaminagdes por Salmonella é bastante ampla. Desta forma,
0s gestores do processo gostariam de ter a resposta para a seguinte pergunta: onde
devemos concentrar os esforgos para alcangar nossa meta de reducdo de contaminagdes?

Um estudo conduzido por Van Der Gag et al. (1999) mostrou que as medidas
adotadas no campo sdo as mais importantes na reducdo da Salmonella na carne suina,
entretanto todas as etapas de producdo contribuem para reducdo final. Alban e Stark
(2005) encontraram, por meio de simulacdo estocastica, que na realidade dinamarquesa,
apos dez anos de programa de controle, o nimero de rebanhos com alta prevaléncia
entrando no abate, eficiéncia da flambagem, contaminacGes diretas e cruzadas na
evisceracdo e contaminacdo cruzada na manipulacdo sdo, em ordem decrescente, as
etapas que mais influenciam a prevaléncia de carcacgas positivas. Os autores também
discutem que atuar em fatores isolados tem efeito limitado, sendo que todas as etapas
devem ser consideradas, bem como as singularidades de cada sistema de producéo

devem ser incluidas no modelo.

2.5 Medidas de controle nas granjas

As medidas destinadas ao controle de uma determinada doenca ou condicéo,
como as contaminacdes de carcaca, devem ser observadas como medidas estratégicas
adotadas com base na situacdo epidemioldgica de um determinado compartimento, seja
ele um pais, estado ou até mesmo uma empresa (DOHERR e AUDIGE, 2001).

Em relacdo a contaminacdo de carcagas suinas por Salmonella, em realidades
nas quais um grande nimero de rebanhos com alta soroprevaléncia é remetido ao abate,
as medidas de controle nas granjas assumem importante papel na diminuicdo da
probabilidade de contaminagdes de carcacas (ALBAN e STARK, 2005). No Brasil,
estudos realizados, principalmente, em sistemas de integracdo do sul do pais apontam

tanto altos valores de soroprevaléncias quanto altas prevaléncias de suinos portadores ao
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abate (BESSA et al., 2004; MULLER et al., 2009; SCHWARZ et al., 2009; SILVA et
al., 2006).

A adoc¢do de medidas baseadas nas boas praticas de producdo agropecuaria,
corrigindo fatores de risco é de grande importancia. Essas medidas no campo envolvem
um grande numero de fatores, sendo que alguns deles dizem respeito a estrutura de
producdo (LO FO WONG et al., 2002). As opinides de 36 especialistas de 11 paises, em
relacdo aos principais fatores de risco a serem corrigidos nas granjas para minimizar as
contaminacdes de carcacas suinas com Salmonella, foram colhidas em uma conferéncia
internacional. Embora questfes como entrada de animais infectados, higiene da granja e
sistema todos dentro todos fora tenham sido consideradas fundamentais pela maioria, 0s
resultados mostram diferencas nas percepcbes de pesquisadores norte americanos e
dinamarqueses acerca dos pontos importantes para o controle, refletindo a importancia
das particularidades da estrutura de cada cadeia de producio (STARK et al., 2002).

A Embrapa Suinos e Aves publicou em 2006 as diretrizes das boas praticas de
producdo (BPP) em suinocultura, enfatizando as BPP relacionadas ao suino como
portador de agentes contaminantes, entre eles Salmonella. O documento em questdo
chama a atencédo para diferentes pontos desde o planejamento dos prédios das granjas,
projeto ambiental, projeto técnico, planejamento de producdo, documentacdo do fluxo
de funcionarios, insumos e produtos. A biosseguranca foi contemplada com orientacdes
para o isolamento da granja em relacdo a outras unidades de producao, implantacdo de
barreira sanitaria, controle de visitas, utilizacdo de uniformes, controle do niumero e da
qualidade da origem dos animais, fornecimento de racdo e dgua de qualidade, controle
de pragas e manejo sanitario das doencas clinicas. Também estd descrito 0 manejo de
ambiéncia e bem estar, proporcionando qualidade no transporte, adequada densidade
animal, luz, renovacao de ar, temperatura e baias de recuperacdo. O documento orienta
a higienizacédo e vazio sanitario, sendo que os protocolos e etapas do processo devem
ser rigorosamente seguidos, bem como o tempo minimo entre os lotes deve ser
respeitado (EMBRAPA, 2006).

Desta forma, granjas que seguem os principios de planejamento de producéo,
gestdo ambiental e de biosseguranca, podem ser considerados uma alternativa no intuito
de baixar a soroprevaléncia de Salmonella no campo. O sistema de wean-to-finish
(WTF) consiste em granjas projetadas com estrutura para prover biosseguranca e
ambiente para o desenvolvimento dos leitGes desde o desmame até o abate (BRUMM et

al., 2002). Este sistema elimina a necessidade de transporte de animais dos sitios de
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creche para terminagdo, evitando que os animais entrem em contato com carrocerias de
caminhdes contaminados, o estresse do transporte, bem como as interagGes sociais em
consequéncia da realocacdo de animais de em uma nova instalacdo (BRUMM et al.,
2002; HESSING;TIELEN, 1994).

Uma avaliacdo realizada em 1999 nos EUA mostra que animais alojados em
sistema WTF apresentaram bons resultados em relacéo a indices de producdo, quando
comparados a animais alojados em sistema de trés sitios (BRUMM et al., 1999). No
Chile, Peralta (2008) cita que o sistema WTF tem sido experimentado desde 1996,
sendo utilizado em nivel comercial desde 1999. Nesse trabalho, o autor relata que o
sistema em questdo tém melhores indices zootécnicos e sanitarios quando comparado
com o sistema de trés sitios. Entretanto, o autor chama a atencdo que o sistema de
integracdo deve ter um bom controle de estoque, com um nimero adequado de fémeas
que permita um numero baixo de origens nas granjas, bem como a pratica do sistema
todos dentro todos fora. Embora possam ser encontradas informacbes acerca de
indicadores de produtividade como conversdo alimentar, ganho de peso diario e de
sanidade como indice de pneumonias e diarreias (BRUMM et al., 1999; FANGMAN et
al., 2001; GABARDO et al., 2013), nenhuma informacédo foi encontrada sobre o efeito
do sistema WTF na infeccéo do rebanho e contaminagédo de carcagas por Salmonella.

Intervencbes complementares as boas praticas de producdo agropecuaria sao de
interesse para reduzir a prevaléncia de Salmonella em um periodo de tempo mais rapido
(BOYEN et al., 2008). Prebidticos sdo ingredientes ndo digestiveis, extraidos da parede
do Saccharomyces cerevisiae capazes de desempenhar um papel de prebiose, ou seja,
estimulam de forma seletiva o desenvolvimento de grupos de micro-organismos,
melhorando o perfil da microbiota intestinal (GAGGIA et al., 2010). A maioria dos
prebidticos sdo carboidratos, como: fruto-oligosacarideo (FOS), galacto-oligosacarideo
(GOS), transgalacto-oligosacarideo (TOS) e o mananoligossacarideo (MOS)
(BAURHOO et al.,, 2009). O mananoligossacarideo ¢ um prebi6tico composto de
mananoproteinas e oligossacarideos, sendo que a primeira corresponde de 25% a 50%
da estrutura da parede da levedura. Acredita-se que a manose contida na
mananoproteina é responsavel por dois mecanismos de a¢do fundamentais no controle
de bactérias patogénicas: aglutinacdo das fimbrias tipo | e modulagéo da resposta imune
do hospedeiro (MORAN, 2004).

As lectinas manose-especificas nas fimbrias tipo | das bactérias reconhecem as

glicoproteinas dos enterdcitos, ricas em manose, proporcionando a aderéncia das
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bactérias aos enterdcitos. Desta forma o MOS oferece uma ligagdo competitiva com as
bactérias diminuindo a adesdo aos enterdcitos, proporcionando a eliminagdo da bactéria
pelo peristaltismo (BOROWSKY et al.,, 2009). Os mecanismos de modulacdo da
resposta imune intestinal envolvem intensa interacdo entre a microbiota, encontrada em
contagem aproximada de 10™° a 10" células/g, e o sistema imunoldgico, tanto celular
quanto humoral (ZOETENDAL et al., 2004). De forma geral, a microbiota intestinal é
capaz de manter o estimulo imunoldgico no lumen intestinal (MaC FARALAINE,
1999). O MOS pode atuar como substrato a bactérias como Lactobacillus sp. e
Bifidobacterium sp., aumentando sua concentracdo e, consequentemente, o estimulo
imunogénico. Além disso, a manose pode se ligar a receptores especificos presentes em
macrofagos e células dendriticas, ativando, no primeiro momento o sistema imune
celular (MORAN, 2004).

A utilizacgdo de MOS na racdo de suinos desmamados foi avaliada por
Borowsky (2009). Neste experimento, 23 animais foram randomizados em dois grupos,
controle e tratamento com MOS. Os animais foram, entdo, inoculados e avaliados
quanto a sorologia e excrecdo nas fezes. Os resultados mostraram tendéncia de
diminuicdo de excrecdo da bactéria, entretanto ndo se observaram diferencas na
sorologia. Em outro experimento conduzido por Calveyra et al. (2012), os animais
foram tratados com MOS por 48 dias, sendo que amostras de fezes e sangue foram
coletadas sistematicamente e varios tecidos foram coletados na necropsia. Com isto
observou-se que embora o prebidtico ndo tenha evitado a infeccdo dos tecidos, a
soroconverso e a contagem bacteriana nas fezes em log10.UFC.g™ decresceu de forma
continua dos sete aos 28 dias ap6s a inoculacdo (DPI), sendo que a média foi menor
comparada ao controle na coleta 28 DPI. Em relacdo a sorologia, este estudo mostrou
que os valores de densidade déptica (DO) foram inferiores ao do grupo tratado em todas
as coletas ap0s a inoculacdo. Entretanto, todos os tratamentos apresentaram isolamento
de Salmonella nos tecidos, como pulmdes e tonsilas, ndo havendo diferengas entre eles.

Produtos obtidos da purificacdo das mananoproteinas contidas no MOS sé&o
descritos como mais potentes no combate a bactérias produtora de fimbria tipo I, uma
vez que concentram as mananoproteinas, bem como, por processo de hidrolise, expde a
estrutura ativa da manose para ligacdo com a bactéria (HOOGE et al., 2013). Um estudo
desenvolvido em camundongos sugere que as mananoproteinas protegem o tecido
intestinal contra S. Typhimurium, além de inibir apoptose dos enterécitos (POSADAS

et al., 2010). Outro estudo, com camundongos, conduzido no Brasil demonstrou que as
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mananoproteinas foram capazes de estimular a resposta imune priméria e secundaria
dos animais (DARPASSOLO et al, 2012), levando a maiores titulos de
imunoglobulinas (Ig) totais 7 e 35 dias ap6s tratamento com mananoproteinas.

As vacinas sdo importantes aliados no controle de doencas em medicina
veterindria. No caso de Salmonella, a vacina ideal deve ser capaz de prevenir sinais
clinicos, reduzir a excrecdo e ampliacdo da infeccdo, e aumentar o limiar de infeccéo
dos animais suscetiveis. As vacinas vivas comerciais apresentaram, em relacdo as
inativadas, bons resultados de inducdo de resposta imune celular e producdo de IgA
(HAESEBROUCK et al., 2004).

Em relacdo a interacdo da bactéria com o hospedeiro, em um primeiro
momento, a ativacdo de citosinas e células de resposta inespecifica é fundamental para a
defesa do hospedeiro. Sendo assim, as vacinas com cepas atenuadas de Salmonella por
perda de viruléncia, mas que continuam vivas com a estrutura celular imunogénica,
levam a maior estimulo de resposta imune (MASTROENI et al., 2000). Embora as
vacinas comerciais testadas em suinos sejam produzidas com cepa de Salmonella
Choleraesuis variedade Kunzendorf é esperado algum efeito de protecdo cruzada com
outros sorovares (WALLIS et al., 2001). Em um estudo comparando um grupo de
animais vacinados e ndo vacinados, os primeiros tiveram reducgéo da infec¢do por cepas
do sorogrupo B e C1. Os resultados de isolamento demonstraram que 0s animais
vacinados tiveram menor frequéncia de isolamento em fezes (BAUM et al., 1997).

Em uma revisdo sistemética conduzida com trabalhos publicados entre 1979 e
2007, os resultados da vacinacdo dos suinos apresentaram resultados promissores.
Entretanto, devido & heterogeneidade das variaveis respostas, falta de padronizacéo nas
metodologias de conducdo dos experimentos, ou, até mesmo, falta de informacéo sobre
a metodologia de execucdo do estudo, impossibilitaram o célculo da meta-analise da
eficacia da vacinacdo na reducdo da prevaléncia de Salmonella (DENAGAMAGE et al.,
2007). Em um estudo randomizado cego conduzido no Brasil por Schwarz et al. (2011),
os animais foram acompanhados desde o nascimento até o abate e separados em grupo
controle e vacinado. Sangue e fezes foram colhidos periodicamente para avaliar o status
soroldgico e de excrecdo dos animais em ambos os grupos. Ao abate, linfonodos
mesentéricos e sangue foram colhidos. Os resultados demonstraram que 0s animais do
grupo vacinado tiveram prevaléncias menores tanto no isolamento da Salmonella em

linfonodos mesentéricos quanto na sorologia.
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3 METODOLOGIA

O estudo propds validar estratégias de controle de Salmonella em suinos
submetidos a sistema integrado de criagdo em uma grande agroindustria exportadora
localizada na regido oeste do Estado de Santa Catarina. Este sistema € composto por:
fabrica de racdo, integracdo vertical em trés sitios e wean-to-finish e planta frigorifica.
A fébrica de racdo produz diariamente 1200 toneladas de ragdo de suinos abastecendo
parte do sistema de integracdo. A integracdo funciona com 94 unidades de producédo de
leitdo (UPLs), 16 creches, 600 terminacfes e 14 wean-to-finish. O matadouro frigorifico
tem capacidade de abate de 4000 animais diariamente.

O estudo foi realizado no periodo de agosto de 2011 a dezembro de 2013
totalizando 14 lotes de suinos acompanhados do nascimento ao abate. Foi avaliada a
eficiéncia de trés estratégias para o controle de Salmonella: 1) inclusdo de prebidtico na
racdo (PRE), 2) vacinacdo nos primeiros dias de vida (VAC), e 3) sistema wean-to-
finish (WTF). Estas estratégias foram consideradas tratamentos e comparadas ao um
grupo controle (GC), sendo que em todas as estratégias as medidas sanitarias seguiram

as mesmas exigidas no grupo controle.

3.1 Caracteristicas de manejo

A empresa trabalha com sistema vertical de integracdo, com manejo em trés
sitios. As unidades produtoras de leitdes (UPLs) possuem ciclo semanal de alojamento,
0 desmame é realizado aos 28 dias com 7,5 kg de peso médio. Manejos como
mossagem, corte de cauda e desgaste de dentes e aplicacdo de ferro séo realizados aos
trés dias de idade e a racdo pré-inicial é fornecida aos leitdes a partir de uma semana de
vida.

Os animais permanecem por aproximadamente 35 dias na creche, sdo
classificados quanto a sexo e peso, em uma densidade média de trés animais/m2.
Durante esta fase, 0s animais consomem duas ragdes pré-iniciais e duas iniciais. Com
peso médio de 22 Kg os animais sdo transportados a terminacao.

No periodo de terminacdo os animais permanecem por aproximadamente 100
dias, sendo classificados quanto a sexo e peso. Mais de uma vez, durante o periodo de
producéo do lote, os animais séo classificados conforme seu desenvolvimento corporal,

a densidade média nesta fase € de um animal/m2. Durante a terminacéo, sete tipos de
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racdo sdo fornecidos: alojamento, crescimento um (C1), C2, C3 e C4 e terminagdo um
(T1) e T2. Ao fim do periodo de terminagcdo os animais atingem em média 120 kg e s&o
entdo transportados ao frigorifico.

Os manejos relativos utilizacdo de farmacos, seja em carater profilatico ou
terapéutico, seguem os mesmos padrdes em todo o sistema de integragdo. Os
procedimentos de limpeza e desinfeccdo na granja fazem parte de um programa de
higiene e desinfeccdo determinado pela empresa integradora, sendo executado por
empresas terceirizadas. A utilizacdo de detergentes e desinfetantes, bem como, suas
diluicdes, foram os mesmos utilizados em todas as granjas. Nas baias de espera,
caminhGes e matadouro-frigorifico, a limpeza e desinfeccdo foram realizadas por
funcionarios do setor de higienizacdo da industria e seguiu 0 procedimento operacional

padrdo interno da empresa.

3.2 Delineamento do estudo

Cada grupo de tratamento foi conduzido em trés repeticdes (lote) com excecéo
do WTF realizado em duas granjas. Todos os lotes foram compostos por animais
nascidos nas mesmas UPLs, com o intervalo de uma semana. A cada lote
aproximadamente 1200 animais foram transportados das UPLs as creches. Apos este
periodo cerca de 600 animais foram transportados das creches as terminagdes. Ao fim
da terminacdo uma carga de aproximadamente 100 animais foi acompanhada ao

frigorifico. O fluxo de desmame/alojamento esta resumido na Figura 1.

UPL1 |~

“

UPL 2

“

UPL 3

“

Creche

UPL 4

1200 animais

Abate
100 animais

Terminacdo
600 animais

“

UPL 5

UPL 6

“

UPL7 |-

Figura 1 — Estrutura bésica de cada lote acompanhado do nascimento ao abate.
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Em 2011 foi conduzido o estudo dos grupos controle e vacinado, e 0s grupos
que receberam prebiotico foram acompanhados em 2012. Os grupos WTF ndo seguiram
o fluxo de animais descrito acima, pois havia a necessidade de um grande nimero de
leitbes. Foram utilizadas mais de sete UPLs para compor os lotes. Cada WTF alojou
4400 animais entre 2011 e 2012.

3.2.1 Grupo controle (GC)

Este grupo contou com granjas que seguem 0S requisitos minimos de
biosseguranca, ou seja, sdo granjas que aplicaram as Boas Praticas de Producgédo (BPP).
A avaliacdo ao atendimento destas exigéncias foi feito por visita mensal e aplicagéo de
um check-list validado previamente (Anexo I). O processo de higienizacgdo iniciou no
dia da saida do altimo animal, sendo que a instalagdo permaneceu vazia por, no minimo,
sete dias. A limpeza foi realizada com agua pressurizada e detergente e a desinfec¢do
por meio de bomba de aspersdo com desinfetante fendlico.

3.2.2 Grupo vacina (VAC)

Esta estratégia consistiu na vacinacdo de todos os leitdes com uma vacina viva
atenuada Enterisol SC-54 (Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH) contendo cepa de
Salmonella Choleraesuis variedade Kurzendorf SC-54 atenuada com passagens em
neutrofilos suinos (ROOF et al., 1992). Os frascos de vacina ficaram sob a supervisdo
do executor, na sede da agroindustria. A quantia a ser aplicada nos animais foi retirada
no inicio do dia e acondicionada em uma caixa isotérmica. Outro recipiente isotérmico
foi utilizado para o transporte dos frascos do carro a granja. Os controles de temperatura
foram feitos com termdmetros digitais e dataloggers. As doses foram ressuspendidas
com diluente estéril, fornecido pelo fabricante, e utilizadas em até duas horas.

Para que mais de 95% dos animais fossem vacinados em até dois dias de vida
cada uma das UPLSs foi visitada um dia sim e outro ndo. A cada animal dois mililitros da
vacina foram administrados pela via oral. Por se tratar de uma vacina de bactéria viva,
0s produtores e funcionarios das granjas foram instruidos a ndo administrar qualquer
antimicrobiano no periodo de no minimo trés dias antes e ap0s a vacina¢do. Em casos
em que fora imprescindivel o tratamento com agentes antimicrobianos, 0s animais em
questdo foram identificados por mossa (um furo no centro da orelha esquerda) e

retirados da validacao.
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3.2.3 Grupo prebiotico (PRE)

Todos os animais receberam o prebidtico Actigen® (Alltech), proveniente da
fragmentacdo das mananoproteinas ativas de Bio-Mos®. O produto é o resultado da
purificacdo das mananoproteinas extraidas da parede do Saccharomyces cerevisiae. O
fornecimento de prebidtico ocorreu a partir do desmame durante toda a vida dos
animais. O produto foi incluido na racdo durante a fabricacdo. As doses utilizadas foram
recomendadas pelo fabricante e constam na Tabela 1.

A racdo tratada com prebidtico destinada a fase de creche nao foi fabricada de
forma segregada, ou seja, toda batelada produzida no periodo foi tratada.
Consequentemente, todos os crecharios receberam ragdo tratada com o Prebidtico
durante as oito semanas em que os lotes estudados estiveram alojados nos crecharios.
As racdes destinadas as terminacdes foram fabricadas em processo segregado a fim de

direcionar o produto apenas para as granjas do grupo PRE.

Tabela 1 — Quantidade de prebidtico incluido na racdo destinada a alimentacdo dos
animais do grupo PRE em cada periodo de idade.

Periodo de idade Quantidade de prebidtico (g/ton)
Desmame - 35 dias 1600
36 dias - 50 dias 800
51 dias — Abate 400

O dia do desmame é contado como dia 1

3.2.4 Grupo wean-to-finish (WTF)

As granjas denominadas wean-to-finish sdo assim chamadas por terem sistema
de alojamento em que a recria e terminacdo sdo realizados no mesmo galpdo. Os
manejos relativos a nutricdo, sanidade e ambiente seguiram 0s mesmos padrbes das

demais granjas.

3.3 Colheitas de material biologico

As colheitas para isolamento de Salmonella foram realizadas em diversas
etapas, desde a maternidade até a carcaca. Desta forma, tanto granjas (piso, comedouro
e bebedouro), caminhdes, animais, ra¢do, baias de espera e carcagas foram amostrados
conforme descrito a seguir. Os pardmetros utilizados nos célculos de amostragem
seguiram o conhecimento prévio obtido em trabalhos anteriores realizados na mesma

regido. Em todas as colheitas de material o operador seguiu procedimentos
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padronizados: higienizacdo das maos com agua em sabdo, alcool e utilizacdo e troca
luvas quando necessario. O material foi identificado, acondicionado em caixa isotérmica

e enviado ao laboratorio de bacteriologia no mesmo dia.

3.3.1 Ambiente das granjas

UPL: foram amostradas as salas de maternidade imediatamente antes do
alojamento das porcas que pariram os leitdes utilizados na composicdo dos lotes do
estudo. Para tanto, foram colhidas amostras de superficies do piso da area das gaiolas
por meio de suabes de arrasto e de esponjas no caso dos comedouros e bebedouros. As
amostras foram acondicionadas em saco plastico estéril contendo 55 ml de agua
peptonada tamponada (APT) 1%. Na ocasido da coleta, as salas da maternidade estavam
limpas, desinfetadas em vazio sanitario de pelo menos cinco dias.

Crechérios: foram amostrados os crechérios antes do alojamento dos leitGes.
Para tanto foram colhidas amostras de superficies de piso por meio de overshoes e de
suabe de comedouro e bebedouro por meio de esponja. A colheita ocorreu apds a
limpeza, desinfeccdo e vazio sanitario, sendo que as amostras foram suspendidas em 55
ml de APT 1%.

Terminagdes e WTF: o piso foi amostrado por meio de overshoes e 0s
comedouros e bebedouros com auxilio de esponja. A colheita ocorreu apds a limpeza,
desinfeccdo e vazio sanitario, sendo que o material foi acondicionado em recipientes de
vidro com APT 1%. Para estas colheitas, a granja foi dividida em quatro partes, a cada
uma destas partes um par suabes de piso e uma esponja foram utilizados, totalizando
quatro amostras em cada terminagdo. A amostra de bebedouro foi colhida em forma de

pool, um em cada granja.

3.3.2 Caminhdes

Cada caminh&o destinado ao transporte dos animais que compuseram os lotes
do estudo foi lavado e desinfetado. O caminhdo permaneceu parado durante a noite
anterior ao transporte dos animais que compuseram a primeira carga o dia. Antes do
embarque dos animais, cada caminhdo foi amostrado por meio de suabe de arrasto e

acondicionado em saco pléastico estéril com 55 ml de APT 1%.
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3.3.3 Sangue e Fezes

Duas colheitas de sangue foram realizadas no periodo de terminagdo por
venopuncdo da veia cava anterior. A primeira colheita foi realizada no dia do
alojamento e a segunda quatro dias antes do abate (pré-abate). A amostragem foi
realizada de forma randémica, sendo que o tamanho da amostra em cada colheita foi de
55 animais, calculado com o intuito de estimar a prevaléncia no lote. Os parametros
utilizados foram: prevaléncia prévia de 80%; populacdo 600 animais; erro absoluto de

10%; e nivel de confianca de 95% segundo a seguinte férmula:

n = ZIpa-p)N]
d*(N-1)+z*[p(1-p)]
(DOHOO, 2003), onde:

(a)

n=ndmero amostral

N=tamanho da populagéo

z= valor da distribui¢cdo normal padréo correspondente ao nivel de confianca desejado
p= prevaléncia esperada

d=erro absoluto

No dia do alojamento na granja de terminacgéo, durante a colheita de sangue,
foram colhidas amostras de suabes retais dos mesmos animais. O material colhido foi
identificado e armazenado em um frasco de vidro contendo APT 1%, formando desta

forma um pool.

3.3.4 Racéo

Cada carga de racdo foi amostrada em trés por¢des aleatdrias no momento do
descarregamento no silo em um saco plastico com capacidade para 10 Kg, de forma que
cada tipo de racdo fosse representada por um pool de 10 Kg. Esta amostra foi
homogeneizada e uma por¢do de aproximadamente 100 g foi armazenada em saco
plastico. Essa amostragem foi realizada pelos produtores sob orientacdo de lavar as
maos com agua e sabdo, desinfetar com alcool e calcar as luvas. O material colhido foi

identificado, enviado ao laboratorio de bacteriologia no dia do abate dos animais.
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3.3.5 Baia de espera

As baias de espera que alojaram os lotes do estudo no pré-abate foram limpas e
desinfetadas e permaneceram vazias durante o final de semana, uma vez que os abates
ocorreram todos na segunda-feira. O piso destas baias foi amostrado por meio de
overshoes o qual foi acondicionado em saco plastico estéril contendo 55 ml de APT 1%.
O procedimento de colheita foi realizado cerca de 15 minutos antes da chegada dos

animais.

3.3.6 Carcacas

Os lotes de suinos avaliados foram abatidos sempre nas segundas-feiras
(primeiro dia do abate semanal), sendo o primeiro lote abatido no dia. Dentre os 600
animais do lote de terminacédo, cerca de 100 (uma carga) embarcados no caminh&o ao
acaso, foram acompanhados ao abate. Destes, as 40 primeiras carcacas foram
deslocadas a uma camera fria para realizacdo da amostragem. O tamanho da amostra foi
calculado para estimar a prevaléncia no dia de abate. Os parametros utilizados foram
prevaléncia prévia de 20%, populacdo 4000 carcacas, erro absoluto de 10%, e nivel de
confianca de 95% segundo a formula (a).

As carcacas foram amostradas por meio de friccdo superficial com esponja
estéril em quatro areas de 100 cm?2 nos seguintes pontos: pernil, lombo, barriga e papada
conforme Anexo Il, totalizando 400 cm2. A mesma esponja foi utilizada para dois
pontos, totalizando duas esponjas por carcaga processadas conjuntamente como uma
amostra Unica. Antes do uso, cada esponja foi hidratada em APT 1% e acondicionada
em saco plastico individual. A area 100 cm? foi delimitada por um molde de papel
estéril, trocado a cada carcaca.

3.3.7 Animais contemporaneos

Com o intuito de avaliar possiveis variacdes sazonais, 0 sangue de 60 animais
abatidos no mesmo dia (contemporaneos), ndo pertencentes aos grupos estudados, foi
colhido no momento da sangria. Considerando a populacdo de 4000 animais
abatidos/dia (populagdo) aos acompanhados; prevaléncia prévia de 80%; erro absoluto
10% e nivel de confianca de 95% a amostragem foi calculada segundo a férmula (a). As
amostras foram colhidas de forma sistematica em intervalos definidos pela formula (b) a
cada 30 animais sangrados. As amostras foram armazenadas em tubos, identificadas e

encaminhadas ao laboratério em temperatura ambiente no mesmo dia.
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k=2
n

(b)
(DOHOO, 2003), onde:
k: intervalos entre as coletas

N: numero total de animais contemporaneos

n: nUmero amostral

3.3.8 Resumo das atividades de colheita

As descri¢des, bem como o nimero de amostras colhidas encontram-se resumidas na
Tabela 2.

Tabela 2 — NUmero de amostras colhidas ao longo da validacdo em cada local de

colheita.

Local de colheita N° de amostras
UPL.: suabes de piso, comedouros e bebedouros 63
Caminhao: suabe de superficie 29
Creche: suabes de piso, comedouros e bebedouros 9
Terminacdo: suabes de piso, comedouros e bebedouros 44
Racdo: partidas de racdo recebida no periodo de terminacao 85
Pools de suabe retal por lote de alojamento na terminacgéo 11
Baias de espera: suabes de piso 11
Soro: alojamento e abate 1210
Carcacas: suabe de 400cm? de superficie 440
Soro: suinos contemporaneos de abate 660
Total 2562

3.4 Procedimentos laboratoriais

3.4.1 Isolamento e identificacdo de Salmonella sp.

As amostras destinadas a bacteriologia (ambiente em granjas de terminagéo e
WTF, suabe retal, racdo e carcagas) foram submetidas a pesquisa de Salmonella sp. no
laboratdrio de bacteriologia da Embrapa Suinos e Aves. As demais amostras (ambiente
de UPLs, creches, caminhdes e baias de espera) foram processadas nos laboratorios da
agroindustria. Os dois laboratorios seguiam os procedimentos resumidamente descrito

abaixo.
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Primeiramente, as amostras passaram pela etapa de pré-enriquecimento onde
foi adicionado o APT na proporcdo de 1:10, homogeneizadas (em stomacher, se
necessario) e incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. Posteriormente, passaram pela
etapa de enrigquecimento seletivo em que 100 pL da cultura pré-enriquecida foi
transferida para tubos de ensaio contendo 9,9 ml de Caldo Rappaport Vassiliadis (RV) e
1 ml para tubos de ensaio contendo 9 ml de Caldo Tetrationato Muller-Kauffmann
(TMK). Em seguida, foram incubadas em banho-maria ou estufa a 42°C por 24 horas.
Apbs, foram semeados aproximadamente 20 uL da cultura submetida ao isolamento
seletivo, em placas de Agar Xilose Lisina Tegritol-4 (XLT4) e Agar Verde Brilhante
(VB) adicionado de novobiocina (40mg/L), permanecendo em 37°C por 24/48 horas.
Posteriormente as amostras consideradas suspeitas foram submetidas as provas

bioquimicas e teste de soroaglutinacao.

3.4.2 Deteccdo de anticorpos anti-Salmonella sp.

As amostras de sangue foram centrifugadas por 10 minutos a 600 g e 1 ml de
soro foi transferido para microtubos e congeladas até 0 momento do uso. A detec¢éo de
anticorpos foi realizada no laboratério de bacteriologia da Embrapa Suinos e Aves. Por
meio de ELISA indireto desenvolvido por Kich et al. (2007). Este teste é baseado em
antigenos somaticos de Salmonella Typhimurium comuns aos sorovares mais
prevalentes na Regido Sul do Brasil.

Primeiramente, as placas de ELISA foram cobertas com 100 pl de antigeno
(1:2000) em 0,5M de tampéo carbonato (pH 9,6) e entdo incubados a 4°C por 18 horas.
Apos este periodo foram mantidas por pelo menos uma hora a -70 °C. Entdo, as placas
foram lavadas trés vezes por trés minutos com tampdo fosfato salina pH 7,4 contendo
0,05% de Tween 20 (PBS-T). O soro foi diluido (1:400) no PBS-T com 1% de albumina
sérica bovina e pipetado em triplicata. Apds incubacéo por 30 minutos a 37°C as placas
foram lavadas como descrito acima. Em cada pogo foram adicionados 100 ul de IgG
anti-suino conjugado com peroxidase diluida 1:25000 em PBS-T. As placas foram
incubadas por uma hora a 37°C. Apds as lavagens a reacgdo foi revelada utilizando 100l
de substrato: 3,5ul de H,O,, 230ul de NaOH, 10ul de 3,3°,5,” tetrametil-benzidina.
Apds 15 minutos, a temperatura ambiente, a reacdo foi bloqueada com 50 pl de H,SO,4
2M. As densidades dpticas foram avaliadas no leitor de placas no comprimento de onda
de 450nm. O ponto de corte utilizado para interpretacéo foi a densidade Optica de 0,169
(KICH et al., 2007).
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3.5 Analise dos dados

Os dados foram armazenados em um banco de dados construido em Microsoft
Access®. Posteriormente, as andlises descritivas foram realizadas com o intuito de
explorar a distribuicdo das variaveis: soroprevaléncia e frequéncia de isolamento de
carcaca em cada estratégia. As variaveis referentes as coletas de suabe de ambiente e
caminh&o foram agrupadas na variavel contaminacéao previa.

Para verificar diferengas entre os grupos foram construidos trés modelos de
regressdo logistica com as seguintes variaveis resposta:
1° Sorologia no alojamento, considerando as variaveis de confundimento:
contaminacdo em ambiente de UPLs, creche, terminacdo ou caminhdo (contaminacgéo

prévia);

2° Sorologia antes do abate (pré-abate), considerando as seguintes variaveis de
confundimento: sorologia dos contemporaneos, sorologia no alojamento e contaminacédo

em ambiente de UPL, creche, terminagdo ou caminhdo (contaminag&o prévia);

3° Suabe de carcaca, considerando as seguintes variaveis de confundimento: sorologia
no abate, sorologia no alojamento e contaminacdo em ambiente de UPL, creche,
terminacdo ou caminh&o (contaminacgdo prévia).

Todos os modelos seguiram a seguinte formula de regresséo:

logit[p] = B0 + BXtratamento + BX1 ... Xi

Onde:

p: probabilidade de ser positivo para Salmonella sp. (sorologia ou bacteriologia)
e [30: Intercepto das equacdes

e [Xtratamento: estimador do efeito dos tratamentos

e [3X1: estimador da primeira variavel de confundimento

e RXi: Estimador da iésima variavel de confundimento

Ainda, o efeito dos tratamentos foi avaliado sobre a sorologia dos animais

contemporaneos.
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A significancia de das variaveis foi avaliada por meio do valor p da variavel no
modelo. Quando houve valores p significativos, para as confundidoras, o ajuste do
modelo foi avaliado por meio do valor do Deviance/Graus de liberdade. Modelos em
que os valores de Deviance diferiram de um foram considerados com fraco ajuste e,
consequentemente, rejeitados. O nivel de significancia de cada covariavel no modelo foi
de 5%. Todas as anélises foram realizadas com os procedimentos PROC UNIVARIATE
e PROC LOGISTIC no software SAS versdo 9.2 para Windows. Copyright © 2012
SAS Institute Inc.



37

4. RESULTADOS

A Tabela 3 apresenta os resultados do isolamento de Salmonella dos ambientes
onde os suinos foram alojados e transportados. Foi possivel observar a contaminagdo
por Salmonella no ambiente onde oito dos 11 lotes estudados foram criados (Tabela 3).
Este resultado comprova que os lotes de suinos avaliados foram expostos a bactéria no
ambiente das granjas mesmo apds o processo de higienizacdo. Nao houve isolamento de
Salmonella nas amostras de suabe retal no dia do alojamento e nem nas ragfes coletadas

ao longo da fase de terminacéo.

Tabela 3 - Isolamento de Salmonella em diferentes ambientes de alojamento e
transporte dos 11 lotes avaliados durante a validagao.

Repeticéo UPL Creche Caminhéo Terminagdo  Espera
GC1 - - - + -
GC2 + - - - -
GC3 + - - - -
VAC1 - + + + -
VAC2 + + - - -
VAC3 + - - - -
WTF1 NR NR - - -
WTF2 NR NR - - -
PRE1 - - - - -
PRE2 + + + ) _
PRE3 + - + - +

(+) = Positivo para Salmonella; (-) = Negativo para Salmonella; NR= N&o realizado; GC=Grupo controle;
VAC=Grupo vacinado; PRE=Grupo prebiético; WTF= Grupo wean-to-finish

Em relagdo aos modelos estatisticos de comparagdo entre os grupos, ndo foram
observadas variaveis de confundimento significativas. A contaminacdo residual de
granjas, caminhdes e baias de espera, bem como a sorologia ao alojamento ou no pré-
abate ndo influenciaram as prevaléncias sorolégicas e de isolamento em carcaca,
mantendo-se apenas o efeito dos tratamentos no modelo. Desta forma, o ajuste dos
modelos por meio do Deviance néo foi utilizado, sendo apenas os valores p dos testes
de qui-quadrado dos tratamentos utilizados. Ainda, a exclusdo da sorologia dos
contemporaneos como confundidora do modelo de soroprevaléncia no pré-abate,
exclui a hipotese de variacdo sazonal na prevaléncia do sistema de integragéo.

As soroprevaléncias encontradas no momento do alojamento variaram de 1,2%

a 3,6%, nos tratamentos VAC e WTF respectivamente. Em todos os tratamentos houve

aumento durante a fase de terminacéo, evidenciada pela soroprevaléncia no pré-abate,
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valores estes que variaram de 50,3% até 99,09% nos tratamentos PRE e WTF
respectivamente (Figura 2).

100 1
90 -
80 -
70
60
50 4
40
30 -
20 -
10
0

Soroprevalencia

Alojamento Pre-abate

Tratamento *—+ GC BEE8 PRE &= VAC 95 WTF

Figura 2 — Soroprevaléncias ao alojamento e pré-abate de cada tratamento validado.
GC=Grupo controle; VAC=Grupo vacinado; PRE=Grupo prebioético; WTF= Grupo wean-to-finish

As distribuicbes das densidades Opticas observadas no teste de ELISA para
cada tratamento estdo representadas nas Figuras 3 e 4. Observam-se médias e
variabilidades menores nas coletas realizadas no alojamento, bem como em todos 0s
tratamentos, os animais alojados tém a moda da distribuicdo das densidades Opticas
abaixo do ponto de corte (Figura 3). Na coleta de sangue realizada no pré-abate, as
médias e variabilidades sdo maiores e as modas das distribuicdes encontram-se acima

do ponto de corte, com excecdo do grupo PRE (Figura 4).
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Figura 3 — Distribuicdo de densidades dpticas dos animais em cada tratamento no momento do
alojamento, média e desvio padrao.
GC=Grupo controle; VAC=Grupo vacinado; PRE=Grupo prebioético; WTF= Grupo wean-to-finish
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Figura 4 — Distribuicéo de densidades dpticas dos animais em cada tratamento antes do abate,
média e desvio padrao.
GC=Grupo controle; VAC=Grupo vacinado; PRE=Grupo prebiético; WTF= Grupo wean-to-finish

Da mesma forma como observado nos lotes avaliados, 0s animais
contemporaneos tiveram valores elevados de soroprevaléncia, variando de 72% a
100% nos contemporaneos aos grupos PRE e WTF respectivamente (Tabela 4). Os
resultados da coleta pré-abate mostram que o tratamento PRE reduziu
significativamente, em média 48 pontos percentuais a prevaléncia soroldgica quando
comparado com os demais. Os grupos CG, VAC e WTF ndo apresentaram diferencas
significativas em relacédo a soroprevaléncia pre-abate (Tabela 4).

Quanto a contaminagdo superficial de carcaga, os grupos GC e WTF néo
diferiram estatisticamente, ao passo que o grupo PRE resultou em 0%, sendo

significativamente menor que os demais. O grupo VAC teve a maior frequéncia, 29%
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de carcagas positivas, sendo significativamente maior. O resumo das comparacdes

entre 0s grupos para as coletas realizadas esta na Tabela 4.

Tabela 4 — Prevaléncia (positivos/total) para Salmonella em amostras de sangue e
carcagas em cada grupo nas diferentes colheitas.

Soro. . Soro.

Tratamentos Alojamento Soro. pré-abate Contemporaneos Bac. Carcaca

98,79°¢ c c
GC 3,03 (5/165) (163/165) 100,0" (180/180) 18,33" (22/120)
PRE 2,42 (4/165)  50,30°(83/165) 72,22%(130/180) 0,00°(0/120)
VAC 1,21 (2/165) 9,97 100,0° (180/180) 29,17 % (35/120)

' (160/165) ’ ’

99,09° b c

WTF 3,64 (4/110) (109/110) 92,50 " (111/120) 15,00~ (12/ 80)

Porcentagens seguidas por letras distintas nas colunas diferem significativamente pelo teste de y°
(P<0,05).

Soro.=sorologia; Bac.=Bacteriologia

GC=Grupo controle; VAC=Grupo vacinado; PRE=Grupo prebiotico; WTF= Grupo wean-to-finish
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5. DISCUSSAO

Os resultados observados neste estudo demonstram que 0s suinos estiveram em
contato com Salmonella ao longo do ciclo e produgdo. O ambiente das granjas, baias de
espera e caminhdes estavam contaminados e a bactéria persistiu apds os procedimentos
de higienizagdo. Oito dos 11 lotes estudados foram expostos a contaminagdo ambiental.
Embora a higienizacédo tenha sido realizada seguindo protocolos idénticos, a limpeza foi
realizada por empresas terceirizadas, e possivelmente ndo foram 0s mesmos
funcionarios que participaram do processo em todas as granjas, 0 que pode ter
influenciado na eficiéncia do procedimento.

Procedimentos de higienizagdo em granjas, baias de espera e caminhdes foram
objeto de estudos realizados por Mannion et al. (2008) e Arguello et al. (2011). Estes
autores salientaram o fato de que, mesmo apés a higienizacdo e aprovacao visual por
parte dos veterinarios, foi isolada Salmonella. Segundo Mannion et al. (2008)
caminhdes que transportam lotes de suinos com alta prevaléncia de infeccdo tém
maiores frequéncias de isolamento da bactéria ap6s a higienizacdo. As falhas do
processo sdo multifatoriais, sendo que as superficies porosas das estruturas das granjas
como piso, paredes, bebedouros e comedouros, sdo de dificil higienizacdo, bem como a
presenca de matéria organica e formacdo de biofilmes que dificultam a acéo de alguns
sanitizantes. A falta de padronizacdo do processo de limpeza e desinfecdo e a falta de
informacao técnica sobre eficiéncia de desinfetantes em condic¢Ges de producdo também
sdo considerados pontos criticos. A importancia da higienizacdo eficiente se justifica
pelo risco de infeccdo dos novos lotes de suinos sistematicamente alojados em granjas
com contaminacdo residual de Salmonella (ARGUELLO et al., 2011; MANNION et al.,
2008).

Os dados analisados nesta validacdo ndo permitem conclusdes acerca do
impacto da contaminagdo residual em granjas, caminhfes e baias de espera nos
resultados de sorologia ou contaminacdo em carcacgas. Entretanto, sugerem que 0S
procedimentos de limpeza deveriam ser revistos, avaliando a qualidade da higienizagédo
no controle de variaveis como treinamento dos envolvidos (sejam proprietarios
funcionarios ou terceiros), padronizacdo das atividades e maior conhecimento sobre a
suscetibilidade das bactérias frente aos desinfetantes e interacbes com a matéria

organica, e ndo apenas na inspecao visual.
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Todas as amostras de racdo foram negativas para Salmonella. Entretanto,
estudos prévios conduzidos na mesma regido demonstram a presenca da bactéria nas
racOes destinadas a alimentacdo de suinos. Aproximadamente 29% das amostras de
racao foram positivas em colheitas realizadas em 12 granjas de terminacéo (KICH et al.,
2011). Pellegrini (2012) encontrou, em um estudo realizado em quatro fabricas de
racbes de suinos, Salmonella em 2,5% de amostras do produto final, 12,2% nos
transportadores e 9,68% no ambiente (poeira) das fabricas. A dificuldade de obtencéo
de uma amostra representativa de racdo pode limitar o método de deteccdo da bactéria
(FUNK et al., 2001). Outros fatores como limitacbes das técnicas laboratoriais
(MACIOROWSKI et al., 2006) podem tornar mais dificil afirmar que as racles
fornecidas aos animais estavam livres de Salmonella, devendo ser considerado além do
limite de detec¢do do teste, a sensibilidade de deteccdo devido a amostragem (DAVIES
et al., 2004).

As analises de bacteriologia em suabes retais foram todas negativas. Schwarz
et al. (2006), apds 21 dias de alojamento na creche ndo isolaram Salmonella em
nenhuma amostra de fezes, entretanto obtiveram 49% de animais positivos no momento
do alojamento na terminacdo. Neste caso houve amplificacdo de infecgéo intra-rebanho
no final de creche, ou durante os procedimentos de carregamento, transporte e
reagrupamentos de lotes. Um ponto importante para discussdo é a sensibilidade do
método de colheita de fezes por suabe retal. De acordo com Funk et al. (2000), a
distribuicdo das bactérias nas fezes, principalmente em animais com baixa excrecao, se
da de maneira desuniforme, sendo que o valor de sensibilidade do suabe retal estaria em
torno de 8%. Desta forma, o resultado obtido deve ser entendido como auséncia relativa
de Salmonella, devendo-se evitar afirmar que 100% dos animais amostrados da
populacdo ndo excretavam a bactéria no momento da coleta.

Os resultados dos testes soroldgicos observados no alojamento mostram que as
soroprevaléncias foram baixas em todos os grupos, variando de 1,2 a 3,6%, sem
diferenga estatistica significativa (Tabela 4). Com isso, observa-se que
aproximadamente 4% dos animais entraram em contato com a bactéria cerca de 10-20
dias antes de serem transportados a terminacdo (NIELSEN et al., 1995). Os resultados
obtidos nos suabes retais, somados as baixas soroprevaléncias no alojamento, indicam
que a infec¢do ocorreu em uma frequéncia baixa de animais até o inicio da fase de

terminacéo.
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Quando observados os resultados da sorologia no pré-abate, os valores de
soroprevaléncia variam de 50,3% até 99,1%, ficando clara a infecg¢do durante o periodo
compreendido entre os Gltimos dias de creche e cerca de 20 dias antes do abate. Da
mesma forma, as soroprevaléncias dos animais contemporaneos variaram de 72,2% até
100%. Estes resultados reafirmam o que fora encontrado anteriormente no Brasil
(MULLER et al. 2009; SILVA et al., 2006), sendo que a terminacdo tem sido
considerada a etapa mais critica a amplificacdo da infec¢do por Salmonella em rebanhos
suinos.

O grupo WTF ndo foi diferente do grupo controle em relagdo a soroprevaléncia
no pré-abate, as quais foram altas em ambos os grupos. No meio oeste do Estado de
Santa Catarina, Garbado et al. (2013) demostraram frequéncias e periodo de ocorréncia
de doencas nas granjas, bem como desvios de carcacas por pleurisias em sistema WTF
semelhantes aquelas registradas em sistemas tradicionais. As causas atribuidas a estes
resultados foram o grande nimero de origens de animais, longo tempo de transporte e
deficiéncia das instalacbes em fornecer conforto térmico para os leitdes desmamados.
De acordo com Fangman et al. (2001), a principal vantagem do sistema WTF € evitar o
estresse do transporte e reagrupamento, se estes fatores ndo forem respeitados, o
beneficio do sistema € minimizado, levando a resultados de produtividade semelhantes
ao sistema tradicional de trés sitios.

A comparacdo de diversos aspectos zootécnicos e sanitarios do sistema WTF
com o sistema tradicional é discutida por Peralta (2008). Resultados positivos em
sistemas de WTF sdo possiveis desde que o sistema esteja bem estruturado, as granjas
ofertem boas condi¢des de ambiéncia para 0s animais, sistema de arragcoamento e
fornecimento hidrico adequado, densidade animal ajustada, além de mao de obra
treinada a manejar desde animais recém desmamados até os terminados. Outro aspecto
importante é a organizacdo do fluxo de producdo em sistemas integrados. Deve haver
adequado numero de matrizes a fim de proporcionar leitdes suficientes, evitando que
seja necessario agrupar animais de um grande ndmero de origens para completar o
alojamento da granja.

As granjas em que foram alojados os animais dos grupos GC e WTF seguem 0s
mesmos procedimentos de biosseguranca das demais. Embora sejam esperados
resultados melhores no grupo WTF, devido & estrutura preparada para a execucgdo de

manejos de higiene, arragcoamento e ambiéncia; problemas de planejamento de
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producéo, levando ao aumento do tempo de transporte e nimero de origens nas granjas
WTF podem ter influenciado os resultados.

De qualquer forma, os resultados encontrados nos dois grupos GC e WTF
refletem realidades ja descritas em estudos observacionais conduzidos em granjas de
suinos da mesma regido. Em um estudo transversal, 65 granjas de Santa Catarina e do
Rio Grande do Sul foram visitadas antes do abate, sendo que 98,5% foram positivas no
ELISA, com soroprevaléncia média de 57,6 % (IC 95% 56-60%) (KICH et al., 2005).
Silva et al. (2006) encontraram 76,9% de soroprevaléncia ao abate em um lote com
historico prévio de isolamento de Salmonella. Outro estudo realizado em granjas
pertencentes a trés empresas integradoras, a soroprevaléncia ao abate variou entre
73,8% e 83,2% (SCHWARZ et al., 2009).

As possiveis fontes de infeccdo de um rebanho sdo indmeras, podendo ser
citados estudos como o de Kich et al. (2005) e Schwarz (2009), que identificaram
problemas de biosseguranca e de estrutura da propriedade como os principais fatores de
risco. Ainda, contaminac@es residuais em instalacbes, caminhdes e cargas de racao
contaminadas podem figurar como fontes de infeccdo de um rebanho (DAHL et al.,
1997; KICH et al., 2011; MANNION et al., 2008). Embora o presente estudo néo tenha
se proposto a inferir sobre a prevaléncia de Salmonella em todo sistema de integracao,
os resultados indicam que héa forte pressdo de infecgdo no campo e que, possivelmente,
falhas sistematicas de biosseguranca ocorreram durante a criacdo dos animais.

Houve diferenca estatistica significativa favoravel ao grupo PRE em relacédo
aos demais. Em media, 0 grupo em questdo teve a prevaléncia soroldgica 48 pontos
percentuais abaixo dos demais. As varidveis testadas como possiveis confundidoras ao
efeito dos tratamentos ndo tiveram significancia no modelo, sugerindo que,
principalmente, o efeito do tratamento foi observado. O resultado dos animais
contemporaneos ao grupo PRE foi significativamente mais baixo que 0s demais
contemporaneos. Visto que a ragdo com Actigen®™ foi fornecida a todos os crecharios
da agroindustria no periodo do estudo, acredita-se que este resultado seja o efeito do
produto fornecido aos animais contemporaneos apenas no periodo de creche. O fato de a
variavel sorologia dos conteporéneos néo ter sido significativa no modelo pré-abate,
exclui a possibilidade de que haja uma flutuacdo sazonal influenciando os resultados
obtidos em favor do grupo PRE.

Este é o primeiro estudo realizado no Brasil que avaliou o efeito do

Actigen®™ gsobre a soroprevaléncia de Salmonella em suinos de granjas comerciais,
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sendo que poucas informagdes podem ser obtidas de outros estudos. De acordo com
Moran (2004) tanto o mananoligosacarideo quando a mananoproteina atuam de forma
semelhante em bactérias Gram-negativas por dois principais mecanismos: aglutinacdo
das fimbrias tipo 1 e modulacdo da resposta imune do hospedeiro, sendo o primeiro
aparentemente o mais discutido na literatura. Embora o autor ndo explique a acdo dos
prebidticos citados especificamente contra Salmonella, a colonizacdo intestinal é
reconhecida como ponto inicial da infeccdo bacteriana nos enterdcitos; as lectinas
manose-especificas das fimbrias tipo | das bactérias reconhecem e se ligam as
glicoproteinas nas células do hospedeiro (ricas em manose). Desta forma, ocorre o
blogueio competitivo das lectinas das fimbrias bacterianas, impedindo o primeiro passo
para a infeccdo bacteriana dos enterocitos.

A caracteristica do Actigen®™ ser um produto derivado do
mananoligossacarideo, obtido pelo processo de extracdo das mananoproteinas (HOOGE
et al., 2013), faz com que a estrutura do MOS responsavel pela aglutinacdo de bactérias
seja fornecida de forma concentrada, aumentando assim a probabilidade da ligagédo
prebiotico-bactéria e minimizando as interacdes de Salmonella com os enterdcitos. O
efeito da utilizacdo de MOS sobre a modulagdo da microbiota e da imunidade local foi
discutida por MaCFaralaine e Cummings (1999). Os autores sugerem que a promogao
do desenvolvimento de bactérias dos géneros Lactobacillus e Enterococcus estimula a
producdo de citocinas, proriferacdo de mondcitos e fagdcitos, além de sintese de IgA na
mucosa. Em camundongos, foi observado que animais tratados com mananoproteinas
tiveram melhor regulagdo inflamatoria intestinal e menor ndmero de células em
apoptose, demonstrando efeito de promocdo da integridade intestinal (POSADAS et al.,
2010).

De acordo com Good (2013), em um experimento realizado com suinos e
conduzido nos Estados Unidos, a suplementagcdo com Actigen®™ do desmame ao abate
na concentracdo de 400g/ton levou ao aumento da area total e densidade de células
caliciformes, mas ndo ao aumento na expressdo de genes de citocinas. Apesar dos
resultados favoraveis ao PRE, deve-se levar em consideracdo que a unidade
experimental observada foi o lote, 0 nimero de animais amostrados em cada lote
representou melhor o cenério de prevaléncia intra-rebanho. Desta forma, temos a
comparacao de trés unidades de experimentacdo em cada grupo. Ainda, a validagdo em
questdo foi realizada em lotes comerciais, e ndo em granjas experimentais. Embora as

granjas tenham sido acompanhadas mensalmente e avaliadas por meio de check lists de
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boas praticas, possiveis fontes de variacdo ndo puderam ser controladas. O numero de
repeticGes (lotes) pode ndo ter sido suficiente para diluir o efeito destes varidveis
aleatorias sobre os resultados.

O grupo submetido a vacinagdo mostrou resultados semelhantes aqueles
encontrados nos grupos CG e WTF, com altas soroprevaléncias pré-abate. As
caracteristicas de resposta imune do hospedeiro frente a Salmonella requerem, em um
primeiro momento, a atuacdo de células de resposta inflamatoria inespecifica e
producdo de citocinas, sendo que o0s anticorpos tém importancia secundaria
(MASTROENI et al., 2000). Desta forma, vacinas vivas sdo mais adequadas no intuito
de promover aumento da imunidade celular, principalmente na protecdo contra bactérias
intracelulares facultativas como Salmonella (HAESEBROUCK et al., 2004).

Em uma revisdo sistematica, foram observadas evidéncias qualitativas da
eficiéncia da vacina em reduzir a prevaléncia dos rebanhos (DENAGAMAGE et al.,
2007). Em um estudo controlado realizado no Canada, Lettelier et al. (2001)
encontraram que a Enterisol SC 54 foi capaz de diminuir a excrecdo de Salmonella, bem
como aumentar a imunidade local. No Brasil, Schwarz et al. (2011) conduziram um
estudo randomizado cego, utilizando a mesma vacina, em que pode ser comprovada a
diminuigéo de excrecéo e de sorologia em animais vacinados.

Em relacdo as contaminagdes de carcagas apenas no grupo PRE ndo houve
amostras positivas, sendo significativamente diferente das demais. Os grupos WTF e
GC tiveram contaminacGes de 15 e 18% respectivamente, ndo havendo diferenca
significativa. No grupo VAC se observou diferenca significativa em relacdo aos demais,
sendo que ocorreu a maior frequéncia de contaminacdo superficial de carcacas (29%).
Outros estudos realizados na mesma regido, com rebanhos comerciais mostram
resultados semelhantes. Em um estudo longitudinal 24% das amostras de suabe de
carcaga foram positivas (KICH et al., 2011). Posteriormente Silva et al. (2012)
encontraram 14,7% das amostras de carcacas positivas.

O processo de contaminagdo/descontaminacdo de uma carcaca é o resultado da
complexa interagdo de fatores (ALBAN e STARK, 2005), entre eles a pressdo de
infeccdo dos lotes abatidos, manejo pré-abate, processamento na linha de abate
(depiladeira, flambagem, polimento, evisceracdo, toaletes e cortes), higiene das
instalagBes frigorificas, entre outras (SILVA et al.,, 2012). Embora o abate tenha
ocorrido na mesma planta frigorifica e que algumas fontes de variagdo como o dia e

horério de abate e baia de espera puderam ser padronizadas, devido a complexidade do
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processo, as demais etapas do processo ndo puderam ser acompanhadas. O que se
observa nas frequéncias de carcagas positivas neste estudo é o efeito da probabilidade
da interacdo de diversas fontes de contaminacdo atuando, sendo dificil quantificar o
quanto ¢é atribuivel especificamente ao efeito do tratamento.

Ainda que o objetivo do estudo ndo tenha sito tragcar uma correlagdo entre
soroprevaléncia e contaminacGes de carcaca, e inferéncias ndo possam ser realizadas,
foi possivel observar que no grupo com menor soroprevaléncia a frequéncia de
contaminacdes foi significativamente menor que nos grupos que tiveram altas
soroprevaléncias. Um modelo de predi¢do de contaminacdo de carcagas desenvolvido
por Baptista et al. (2010), levando em conta diferentes plantas frigorificas, demonstrou
que em todos os frigorificos ha efeito direto da entrada de animais soropositivos para
Salmonella. A contaminacdo de carcacas diaria, estimando que se forem entreguem
menos de 50 suinos soropositivos por dia, poderia ser mantida em 1%.

A diferenga significativa que ha entre o grupo VAC e CG e WTF deve ser vista
com cautela. Estudos revelam que o dia de abate pode exercer uma fonte de variagédo
significativa nas contaminac¢des principalmente quando o nimero de animais positivos é
alto (SWANENBURG et al., 2001). Em virtude das altas soroprevaléncias destes
grupos, seria prudente considerar que efeitos isolados no dia de abate possam ter
influenciado a maior frequéncia de isolamentos no grupo VAC.
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6. CONCLUSOES

Apesar da aplicagdo e verificagdo das boas praticas de producéo,
contaminac0es residuais em granjas e caminhdes ainda ocorreram. As soroprevaléncias
dos lotes CG, WTF e VAC no pré-abate foram mais altas em relacdo ao grupo PRE,
sendo o fim da creche e terminacéo as etapas de amplificacdo de infecgéo nos rebanhos
estudados.

O prebidtico Actigen®™ reduziu de forma significativa a soroprevaléncia,
bem como a contaminacdo de carcacas. Ndo foram observados resultados favoraveis a
utilizagdo da vacina e do sistema wean-to-finish.

As extrapolagdes destes resultados devem ser feitas com cautela, devendo
sempre ser consideradas as condi¢cdes de conducdo e as caracteristicas da populacédo

submetida a esse processo de validacao.
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Anexo | - Check list de BPP

Verificacdo durante o periodo de producédo
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1. Varaveis avaliadas

30 dias

60 dias

90 dias

Sim

nao

Sim

nao

sim | Nao

1.1 Possui registro de entrada de pessoas
na granja

1.2 Possui roupas e calcados disponiveis
para os técnicos e visitantes

1.3 Os empregados trocam os calcados e a
roupa quando entram na granja

1.4 Os empregados lavam as méaos quando
entram na granja

1.5 A farmacia esté limpa e organizada

1.6 As agulhas e seringas estao limpas e
acondicionadas adequadamente

1.7 O pé de lavio esta com desinfetante
liquido em boas condicfes na entrada da
granja

1.8 Medir a temperatura ambiental na altura
dos leitdes

1.9 As baias estéo limpas

1.10 Possui racao no piso das baias

1.11 Os comedouros estao limpos

1.12 Os bebedouros estéo limpos

1.13 O corredor esta limpo

1.14 Os equipamentos de limpeza (p4,
vassoura, etc) em condi¢cdes de uso e
limpos

1.15 Quantidade média de moscas no
corpo dos animais: 1= até 10; 2 = + de 10
moscas e 3 = incontavel

1.16 Qual o nivel de cloro na agua, ppm

1.17 Qual o pH da agua

1.18 A cerca da periferia da granja impede
0 acesso de outros animais

1.19 Ha evidencia de circulagdo de outros
animais ao redor das instalagdes no
perimetro interno da granja
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1.20 A grama ao redor da granja esta
cortada

1.21 Existem entulhos ao redor da granja

1.22 Existem sinais ativos da presenca de
ratos (fezes, trilhas, tocas, etc.)

1.23 A camara de compostagem de
carcaca estd sendo bem manejada

1.24 A granja separa os animais refugos de
outros em baias hospital

1.25 A baia hospital € manejada
adequadamente (lotacdo 1,5m%animal,
confortavel, limpa, etc.)

1.26 Os animais sem condi¢des de
recuperacdo sao mantidos na baia hospital
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Anexo Il - Metodologia de coleta de suabe de carcaca

1. Posicionar o gabarito de papel nos pontos de coleta: lombo, papada, pernil e barriga
conforme demonstragao abaixo.

2. Esfregar a esponja (posicionada no sentido horizontal) sobre a area delimitada por 10
vezes no sentido vertical,

3. Logo apos, esfregar a esponja (posicionada no sentido vertical) sobre a éarea
delimitada por 10 vezes no sentido horizontal,

4. Utilizando-se o outro lado da esponja, esfregar realizando o0 mesmo procedimento

acima descrito. Este procedimento deve ser feito igualmente para todos os pontos de

coleta: lombo, papada, pernil e barriga:

PERNIL ﬂ !

BARRIGA

PAPADA




