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RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS, DIVERSIDADE E RELACAO
EPIDEMIOLOGICA DE Salmonella spp. ISOLADAS NA GRANJA DE
TERMINACAO E ABATE DE SUINOS

RESUMO - Salmonella spp. é um importante patdgeno zoondético que pode ser
disseminado ao longo da cadeia produtiva de suinos. Sua presenca na carne
destes animais é causa de preocupacao para os frigorificos e risco para a
saude publica. Foram utilizadas 86 amostras de Salmonella spp. previamente
isoladas na cadeia produtiva de suinos, provenientes de 90 amostras de fezes
suinas, 135 carcacas e 24 amostras ambientais. Objetivou-se determinar a
resisténcia aos antimicrobianos, identificar os sorovares e estabelecer a
relacdo filogenética entre eles pela técnica de RAPD-PCR. Foi realizada a
identificacdo soroldgica preliminar com o antissoro polivalente somatico “O” e
os monovalentes B, C e D, e em paralelo, foi realizada a caracterizagéo
antigénica definitiva em laboratorio oficial. A resisténcia aos antimicrobianos foi
determinada pelo método de difusdo em discos, e a similaridade filogenética
entre isolados pela técnica de RAPD-PCR. Os sorovares identificados foram:
Typhimurium (32,55%), Agona (23,26%), Infantis (19,77%), Minnesota
(17,44%) e Panama (6,98%). Os dendrogramas demonstraram homologia
entre isolados dos diferentes sorovares agrupados em clusters. A similaridade
foi independente do local de isolamento, comprovando a presenca de clones
ao longo da cadeia de producao. Indicaram também, que suinos excretando S.
Typhimurium nas fezes contribuem para a contaminacédo da carcaga e para a
contaminacao cruzada, e que as condi¢cdes de abate limitaram a sobrevivéncia
de S. Agona. Para estes dois sorovares, a racdo possivelmente foi a fonte
primaria de infeccdo dos animais na granja. Foi observada contaminacéao da
depiladeira com o0 mesmo clone de S. Minnesota identificado nas fezes, porém,
nao houve isolamento nas carcacas. S. Panama nas carcacgas aparentemente
ndo esta relacionada a infec¢do prévia dos animais. Isolamentos de S. Infantis
nas fezes foram relacionados a contaminacdo ambiental da granja ou a
infeccdo em etapas anteriores a terminacdo dos animais. Foi observado
padrdo de multirresisténcia aos antimicrobianos testados para todos os
sorovares, com mais de 50% apresentando resisténcia a nove dos 11
antibioticos testados. As drogas mais efetivas foram o sulfazotrim e a

norfloxacina, com resisténcia de 16,3% e 54,6%, respectivamente. S.
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Minnesota e S. Infantis apresentaram os mais elevados perfis de resisténcia ao
sulfazotrim. Os resultados desse estudo demonstram a necessidade de
monitoramento da resisténcia aos antimicrobianos de bactérias zoonéticas e
implantacdo de medidas de controle mais eficazes para controlar a presenca e
persisténcia de Salmonella ao longo do processo produtivo de suinos como

forma de garantir a inocuidade do alimento e seguranca do consumidor.

Palavras-chave : Salmonella, RAPD, suinos, resisténcia aos antimicrobianos



ANTIMICROBIAL RESISTANCE, DIVERSITY AND EPIDEMIOLOG ICAL
RELATION OF Salmonella spp. ISOLATED FROM A FINISHING PORK
FARM SLAUGHTERHOUSE

ABSTRACT - Salmonella spp. constitute an important zoonotic pathogen that
may be disseminated widespread in the pork production chain. Its presence in
the meat of these animals is cause of concern to slaughterhouses and a risk to
human health. Eighty six samples of Salmonella spp. were used, previously
isolated from the pork production chain, from 90 samples of swine feces, 135
carcasses and 24 environmental samples. The objective of this study was to
determine the antimicrobial resistance, to identify the serotypes and to establish
the phylogenetic relationship among them through RAPD-PCR technique. The
serological identification was previously performed through O-somatic
polyvalent antiserum and B, C and D monovalent ones, and concomitantly, the
definite antigenic characterization tests were undertaken in official laboratory.

The antimicrobial resistance was determined through disk diffusion antibiotic
sensitivity testing, and the phylogenetic similarity among isolate samples
through RAPD-PCR technique. The identified serotypes as follows:
Typhimurium (32.55%), Agona (23.26%), Infantis (19.77%), Minnesota
(17.44%) and Panama (6.98%). The dendrograms demonstrated homology
among isolate samples from different serotypes grouped in clusters. The
similarity was independent from the place of isolation confirming the presence
of clones along the production chain. They also indicated swine that excrete
Salmonella Typhimurium in feces contribute to the contamination of carcasses
and to the cross contamination, and the slaughtering conditions limited the
survival of Salmonella Agona. In regard to those two serotypes, the animal feed
was probably the primary source of animal infection within the farm.
Contamination was observed in the pork’s epilator, where the same clone of
Salmonella Minnesota identified in swine feces was present, but there were no
isolate samples among carcasses. Salmonella Panama among carcasses is
apparently not related to the previous infection of animals. Isolate samples of
Salmonella Infantis in swine feces were related to tenvironmental infection of

the farm or to the infection during anterior stages in relation to finishing animals.



Multiresistance pattern to antimicrobials was observed in all serotypes tested,
being more than 50% with resistance to nine out of the eleven tested
antibiotics. The most effective drugs were the Sulfazotrim and the Norfloxacin,
with resistance from 16.3% to 54.6%, respectively. Salmonella Minnesota and
Salmonella Infantis presented the most elevated pattern of resistance to
Sulfazotrim. The results of this study demonstrated the necessity of monitoring
the antimicrobial resistance of zoonotic bacteria and the implantation of more
effective manners to control the presence and persistence of Salmonella along
the pork production chain as a way to guarantee the innocuity of food and

consumer safety.

Keywords : Salmonella, RAPD-PCR, pork, antimicrobial resistance



1. INTRODUCAO

Salmonella é considerado o género mais complexo da familia
Enterobacteriaceae, sendo descritos mais de 2500 sorovares (GRIMONT, WEILL
2007). Trata-se de um problema de saude publica, considerando-se sua ampla
distribuicdo na natureza, seu carater zoonético e principalmente por acometer seres
humanos e animais indistintamente, tanto em paises desenvolvidos como em
desenvolvimento (WEISS et al., 2002; EFSA, 2009).

A diversificacdo da producédo industrial de alimentos de origem suina e o
intercambio comercial de animais e seus derivados destinados ao consumo humano
podem ser importantes disseminadores de sorovares de Salmonella spp. na cadeia
alimentar. Dessa forma, a presenca desse microrganismo no processo de producéo
representa uma importante barreira sanitaria para o comércio de animais e seus
subprodutos (ALMEIDA et al., 2000; SEIXAS et al., 2009).

Produtos de origem suina merecem atencdo como fontes potenciais de
salmoneloses que acometem humanos. A preocupac¢ao aumentou depois que surtos
de infeccdo alimentar ocorridos na Dinamarca tiveram sua origem associada ao
consumo destes produtos (FEDORKA-CRAY, 1996). Mais recentemente, Hill et al.
(2008) relataram que de 1% a 10% das salmoneloses humanas séo atribuidas ao
consumo de carne suina e que 17% dos suinos em idade de abate podem estar
infectados por Salmonella spp. e 4% deles excretando o microrganismo nas fezes.

Diversos paises possuem programas de controle para prevenir a
salmonelose, que incluem estudos que determinam a prevaléncia do microrganismo,
seus sorovares e biotipos como forma de subsidio as medidas de seu controle nos
rebanhos e na garantia da qualidade dos produtos oferecidos nos mercados
internos ou externos (EFSA, 2008a).

Segundo relatérios da EFSA (2008a), nos paises da Unido Européia, em
2007, houve uma diminuicao de 13,5% nos relatos de salmonelose em humanos em
relacdo a 2007. Porém, esta zoonose continua sendo a causa mais frequente de
infeccdes alimentares notificadas, representado 35% do total, seguida por virus e
toxinas bacterianas. Entre as fontes alimentares mais comuns, a carne suina e seus

subprodutos foi a segunda mais incriminada representando 10% do total.



Em suinos, poucos sorovares de Salmonella spp. causa doenca, como S.
Choleraesuis e S. Typhimurium, e podem se manifestar como uma septicemia
aguda ou como uma enterocolite aguda ou crénica (BARCELLOS et al.,, 1984,
SOBESTIANSKY et al., 1999). Porém, estudos demonstram que sorovares
considerados especificos de uma espécie animal, como S. Choleraesuis para
suinos e S. Pullorum para galinhas, apesar de causar doenca clinica, ndo sédo os
principais envolvidos na contaminacdo da carne e de seus produtos (WILCOCK,
SCHWARTZ, 1993; FEDORKA-CRAY, GRAY, 1996). Isso ressalta a importancia de
animais com infec¢ao assintomatica.

Bactérias do género Salmonella sdo isoladas em todo o mundo, no entanto,
em areas de criacdo animal intensiva, principalmente de suinos e aves, os relatos
sdo ainda mais frequentes (OIE, 2004). O aumento da densidade e 0 uso
indiscriminado de antibioticos, inseridos no processo de producdo de alimentos de
origem animal, podem funcionar como presséo de sele¢édo para alguns sorovares e
para a resisténcia desses aos antimicrobianos.

Segundo Wray e Sojka (1977) € amplamente aceito que 0s animais
infectados com Salmonella sédo as maiores fontes de infeccdo para outros animais e
seres humanos. Assim, € importante o monitoramento constante com identificagdo
dos sorovares e estabelecimento da relagdo epidemiolégica desses ao longo da
cadeia de producdo. A resisténcia aos antimicrobianos também deve ser
determinada para verificar se ha aquisicdo e disseminacdo desse perfil (EFSA,
2008b).

Conhecer resisténcia as drogas antimicrobianas, sorovares e relacéo
filogenética entre espécimes de Salmonella spp. isolados nos diferentes pontos da
cadeia produtiva de suinos podera contribuir para o melhor entendimento do
comportamento do microrganismo e gerar informacdes que podem auxiliar na

implantagéo de medidas de controle efetivas para a producdo de alimentos seguros.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Estabelecer a relacéo entre espécies de Salmonella spp. isoladas em granja
de terminacdo de suinos e no frigorifico, sua disseminacdo e presenca na carne

produzida.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar Salmonella spp. provenientes de swabs retais e de carcacas suinas,

isoladas por meio da:

- identificacdo dos sorovares mais frequentes em fezes de animais vivos nas
granjas produtoras e ap0s o transporte ao frigorifico;

- avaliacdo de sorovares mais frequentemente isolados nas etapas de abate,
apos depilacdo, em linfonodos da cadeia mesentérica e apds serragem da carcaga;

- determinacgao da susceptibilidade dos isolados frente aos antimicrobianos;

- identificacdo dos sorovares em racao e utensilios utilizados no abate, e
discusséo da sua relacdo com os isolados em animais vivos e em carcacgas;

- comparacao dos resultados obtidos na sorologia preliminar com antisoros B, C
e D e identificacdo antigénica em laboratério oficial;

- avaliacao da relacao filogenética entre os microrganismos isolados.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Salmonella spp.

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae. Sao bacilos
gram negativos, anaerobios facultativos e ndo formadores de esporos. Fermentam
glicose, reduzem nitratos a nitritos e ndo produzem citocromo oxidase. A maioria €
movel por possuirem flagelos peritriquios (FORBES, 2002; MARTINEZ, 2006;
LOUREIRO et. al, 2010).

Métodos moleculares demonstram que o género consiste de duas espécies:
S. enterica e S. bongori (LE MINOR e POPOFF, 1987; REEVES et al., 1989). Uma
terceira espécie denominada de S. subterranea foi descrita por Shelobolina et al.
(2004), mas, segundo Grimont e Weill (2007), esta ndo pertence ao género
Salmonella.

Baseado em reacdes bioquimicas, por meio da utilizacdo de carboidratos,
proteinas e producdo de gas, a espécie enterica foi subdividida em seis
subespécies: I- enterica; Il- salamae; llla - arizonae; lllb- diarizonae; IV- houtenae;
V- indica (TOZETTO, 2006; LOUREIRO et al., 2010).

A forma de citagcdo para designar membros do género Salmonella é a
seguinte: Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium ou,
simplesmente, Salmonella Typhimurium, com o nome do género, espécie e
subespécie em italico e do sorovar em tipo romano. Na rotina, utiliza-se o esquema
de Kauffmann-White na caracterizacdo antigénica de bactérias do género,
determinando-se as fracbes dos antigenos somaticos (O) de natureza
polissacaridica, e as nove estruturas flagelares (H), que sdo de natureza protéica
(LOUREIRO et al, 2010).

De acordo com Grimont e Weill (2007) ha um total de 2.579 sorovares
isolados de Salmonella spp. Desses, 22 pertencem a espécie S. bongori e a maior
parte, a espécie enterica subsp. enterica com 1.531 espécimes.

Salmonella spp. esta amplamente difundida na natureza, sendo encontrada
no trato gastrointestinal de mamiferos, aves, répteis e insetos. Em seres humanos

podem causar doencas como a febre tifoide, bacteremia, gastroenterite e infeccbes



focais. Alguns sorovares tém seu hbitat limitado, sendo denominados hospedeiros-
especificos, como o0s sorovares Typhi e Paratyphi A para seres humanos,
Abortusovis para ovelhas, Gallinarum e Pullorum para aves e Choleraesuis para
suinos. Porém h& sorovares que podem infectar animais e seres humanos
indistintamente (LOUREIRO et al., 2010).

O consumo de alimentos contendo bactérias patogénicas em doses
infectantes € um problema de saude publica. Alimentos a base de carne e ovos tém
sido os mais correlacionados como veiculadores da salmonelose para seres
humanos, embora muitos outros alimentos possam ser contaminados
secundariamente (EFSA, 2009).

A frequéncia de isolamento de Salmonella spp. em alimentos é um fator de
risco de infeccdo alimentar para seres humanos. A avaliagdo dos sorovares de
Salmonella spp. isolados de alimentos foi relatada por varios autores.

Dezessete sorovares de Salmonella spp. foram identificados na Regidao de
Sdo José do Rio Preto-SP entre os anos de 1990 a 1999 a partir de fezes de
humanos com infeccéo clinica. Foi observado aumento na frequéncia de isolamento
de S. Enteritidis a partir de 1992. Nos isolados fecais, verificou-se uma
predominéancia de S. Enteritidis (76,3%) e o0 surgimento de outros sorovares, embora
em porcentagens menores: S. Emek, S. Agona, S. Ohio, S. Bredeney e S. Javiana.
Em alimentos envolvidos em doengas, S. Enteritidis também foi a mais frequente
(56,2%) havendo uma maior diversificacdo de sorovares em carnes e especiarias.
S. Oranienburg foi detectada somente em especiarias e temperos. Nas carnes e
derivados foram identificados S. Enteritidis, S. Albany, S. Agona, S. Infantis e S.
Mbandaka (ALMEIDA et al., 2000).

Gutiérrez et al. (2000) identificaram antigenicamente como Salmonella,
24.394 microrganismos isolados nos servi¢os publicos do México durante os anos
de 1972 a 1999. Destes, 15.843 (64,9%) possuiam origem humana e 8.551 (35,1%)
eram de fonte ndo humana. Foram identificados 199 sorovares, sendo 0s mais
frequentes em amostras clinicas humanas: S. Typhimurium (20,4%), S. Enteritidis
(18,3%), S. Agona (5,4%), S. Newport (5,6%), S. Derby (4,2%), S. Anatum (3,8%) e
S. Heidelberg (3,9%). Ja em amostras ndo humanas as mais frequentes foram: S.
Derby (13,8%), S. Anatum (8,7%), S. Agona (7,5%), S. Typhimurium (6,8%), S.



Enteritidis (6,7%), S. Newport (2,7%) e S. Heidelberg (2,5%). Dos isolamentos de
amostras ndo humanas, 57,6% foram oriundos de alimentos, dentre eles, 51% de
alimentos prontos para consumo, 4,5% de agua e 37,9% de amostras ambientais.
Os autores destacaram como importante o isolamento de S. Worthington nas
amostras provenientes de seres humanos (2,2%), pois ha seu relato em 1975 em
amostra de agua e os niveis de isolamento mantiveram-se em menos de 1% em
1991.

3.2. Saude publica e Salmonella spp. na cadeia produtiva de suinos

A salmonelose € uma das principais causas de gastroenterite em humanos
veiculada por alimentos em todo o mundo, sendo considerada um importante
problema de salde publica tanto em paises industrializados como em
desenvolvimento (EFSA, 2009; EFSA, 2010; LOUREIRO et al, 2010).

Segundo dados da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
divulgados no Global Salmonella Surveillance no Rio de Janeiro, Salmonella spp. foi
0 agente etiolégico mais prevalente nas doencgas transmitidas por alimentos no
periodo de 1999 a 2004 no Brasil. Os sorovares mais frequentemente envolvidos
foram: S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Panama, S. Agona, S. Mbandaka, S.
Senftenberg, S. Infantis, S. Hadar e S. Anatum (RODRIGUES, 2005).

Tozetto (2006) identificou 102 estirpes de Salmonella enterica isoladas no
periodo de outubro de 2002 a maio de 2004 no Estado do Parand, provenientes de
22 surtos notificados de doencga gastrointestinal e 26 casos de infec¢do esporadica
(duas meningites, uma bacteremia, uma infec¢do urinaria e 22 gastroenterites). Os
sorovares mais prevalentes foram: S. Enteritidis (82,36%), S. Livingstone (4,90%),
S. Muenster (2,94%), S. Panama (1,96%), ja S. Typhimurium, S. London, S. Derby,
S. Saintpaul, S. Weltevreden e a soma de S. Newport e S. Javiana representaram
0,98% dos isolamentos.

Borch et al. (1996) relacionaram na Dinamarca, a contaminacdo bacteriana
de carcacas suinas durante o abate com casos de infecgcdes humanas de causa
alimentar. Salmonella spp., Campylobacter jejuni elou C. coli e Yersinia

enterocolitica foram os patdogenos mais predominantes em fezes e carcacas de



suinos e em amostras ambientais provenientes de abatedouros. No mesmo ano,
1994, 85% dos casos de gastroenterites de origem alimentar em seres humanos
naquele pais foram causados por Salmonella spp.

Em paises da Unido Européia, segundo a EFSA (2009), Salmonella spp. foi a
maior causa de surtos de infeccao alimentar notificados em seres humanos. Animais
de producgdao e seus subprodutos foram as principais fontes de disseminagéo desses
patdogenos. Neste mesmo relatorio, ha registros de que, no ano de 2008, nos 21
paises membros da Unido Européia, 28,7% e 33,3% das propriedades criadoras
comerciais e produtoras de suinos, respectivamente, foram positivas para
Salmonella spp.

O relatorio da EFSA (2008a) sobre fontes de salmonelose humana demonstra
que o consumo de alimentos de origem animal foi responsavel por 90% a 95% dos
casos. Apesar de ovos e seus subprodutos serem as fontes mais frequentemente
implicadas, a carne também representa um importante veiculo de disseminacdao,
com aves e suinos apresentando maior envolvimento nos casos de surtos. Para a
infeccdo com S. Typhimurium, a exposi¢cdo ocupacional e o consumo de carne crua
foram identificados como principais fatores de risco.

De acordo com o CDC (2006), somente nos Estados Unidos séo constatados,
por ano, cerca de 76 milhdes de casos de doencas atribuidas ao consumo de
alimentos contaminados, com 325 mil hospitalizacbes e morte de 5,2 mil pessoas.
Além das perdas humanas, ha também prejuizos na forma de custos, com gastos
de sete bilhdes de doOlares com despesas médicas e na diminuicdo da
produtividade, que equivale a 37 bilh6es de ddlares. Segundo esta instituicdo norte-
americana somente a Salmonella spp. é responsavel por 1,4 milhdes casos de
infeccéo alimentar por ano, ocasionando cerca de mil dbitos.

A infeccdo dos animais ou a contaminacdo das carcagas de suinos por
Salmonella spp. pode ocorrer nas diferentes etapas da producdo de suinos.
Primariamente, as fontes de infeccdo podem ser animais pertencentes ao proprio
grupo, animais de outros grupos da mesma granja ou fatores externos como racao,
pessoal ou vetores, como roedores (VAN DER GAAG et al., 2004).

Suinos que apresentam Salmonella spp. em linfonodos mesentéricos podem

ser considerados portadores de infec¢éo prévia ocorrida na granja produtora. Esses



animais podem excretar Salmonella spp. nas fezes e contaminar outros suinos, que
albergam a bactéria no conteudo intestinal, tornando-se disseminadores passivos
(MORROW, DAVIES, 2000).

A maioria dos sorovares de Salmonella spp. que infectam suinos ndo causam
doenca clinica nesses animais. Todavia, mesmo animais aparentemente saudaveis
podem excretar a bactéria de forma intermitente pelas fezes e, assim, contaminar o
ambiente e outros animais (WILCOCK; SCHWARTZ, 1993; CASTAGNA, et al.,
2004).

Os principais veiculos de Salmonella que causam infeccoes em seres
humanos séo os alimentos de origem animal e as granjas de criagao (EFSA, 2009).
Segundo esse 6rgao, na Unido Européia em 2008, a prevaléncia de Salmonella spp.
foi maior que 50% nas propriedades produtoras e criadoras de suinos abrangendo
diferentes etapas da cadeia produtiva. Os sorovares mais frequentes foram S. Derby
(29% dos criadores e 28,5% produtores) e S. Typhimurium (25,4% dos criadores e
20,1% dos produtores); os sorovares S. Rissen e S. Infantis representaram cerca de
7% das identificagbes em ambos os tipos de propriedades. Ja nos casos de
salmonelose humana, S. Typhimurium foi o sorovar mais isolado na Unido Européia
NO mesmo ano.

Espécimes de Salmonella spp. isoladas de diversas amostras de suinos,
entre os anos de 1997 a 2002 na Espanha, foram armazenadas e sorotipadas na
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Autdnima de Barcelona. De um
total de 135 isolados de Salmonella enterica subsp. enterica, 25 foram variantes do
sorovar Typhimurium estando em fase flagelar invertida, pois aparentemente
possuiam apenas uma das fases e ndo as duas, caracteristica desse sorovar; 25
identificadas como S. Anatum, 12 como S. Tilburg, sete como S. Virchow , seis
como Choleraesuis e uma como Salmonella enterica subsp. enterica (4,5,12:-:-),
esta Ultima pertencente ao sorogrupo B (DE LA TORRE et al., 2005).

Hill et al. (2008) estudaram a dinamica da transmisséo de Salmonella spp. na
cadeia produtiva de suinos na Inglaterra. Verificaram que de 1% a 10% das
salmoneloses que acometeram seres humanos, foram atribuidas ao consumo de
carne suina. No mesmo estudo, os autores classificaram os suinos em susceptiveis,

portadores, excretores e imunes. Segundo eles, a via oral-fecal é a principal forma



de infeccdo entre suinos, que a adquirem do ambiente nos primeiros estagios de
producdo na granja. Desta forma, acreditam que 17% dos suinos em idade de abate
podem estar infectados por Salmonella spp. e 4% deles, eliminando o
microrganismo.

Um estudo realizado para verificar a presenca de Salmonella spp. em trés
frigorificos do Estado do Rio Grande do Sul foi conduzido com amostras de fezes e
linfonodos de suinos coletados no momento do abate. A incidéncia de isolamentos
foi de 55,66% (125/226), sendo identificados 26 sorovares diferentes entre os 226
isolados. Os sorovares mais prevalentes foram: Typhimurium (24,3%), Agona
(19,9%), Derby (13,2%) e Bredeney (12%). Outros sorovares foram encontrados em
frequéncias menores (total 30%) como Panama, Newport, Anatum, Enteritidis,
Heidelberg, Infantis e Senftenberg. Também foi observado nesse estudo que S.
Choleraesuis, considerado o sorovar mais adaptado aos suinos e que estd mais
correlacionado a sintomas clinicos, ndo foi isolado em nenhuma das amostras
pesquisadas (BESSA et al., 2004).

Também no Estado do Rio Grande do Sul, Weiss et al. (2002) coletaram
amostras de fezes por meio de swab retal em suinos em granjas de terminacao. No
abatedouro coletaram linfonodos e contetdo intestinal desses mesmos animais e
observaram a presenca de Salmonella spp. em 6,4% das amostras de fezes, em
5,6% dos linfonodos e em 5,3% no conteudo intestinal analisado. Porém, nas
amostras de swabs retais ndo houve isolamento de Salmonella spp., indicando que
esse tipo de material ndo foi 0 mais indicado para detectar animais excretores deste
agente. Foram identificados oito sorovares de Salmonella spp.: Agona, Bredeney,
Lexington, London, Mbandaka, Panama, Schwarzengrund, e os que nao puderam
ser sorotipificados foram classificados como Salmonella spp. Os sorovares mais
prevalentes foram Agona e Bredeney.

Outro estudo correlacionou a presenca de Salmonella spp. em amostras de
swabs de carcagas suinas durante o abate e de sangue dos mesmos animais
coletados durante a sangria em um frigorifico localizado no Estado de Santa
Catarina. Observou-se que elevado numero de animais jA chegavam ao abate
soropositivos para Salmonella spp. (71,1% das amostras de sangue coletadas),

sugerindo que a infeccdo foi adquirida no inicio da producéo (creche, matrizes) ou
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na terminagdo. Na sorotipagem dos isolados provenientes de carcacas houve
prevaléncia dos sorovares S. Typhimurium (46%) e S. Derby (26,7%) (SEIXAS et
al., 2009).

A investigacdo sobre a presenca de Salmonella spp. em linguica frescal suina
no Municipio de Lages em Santa Catarina, revelou que 27% das 200 amostras
coletadas em diferentes estabelecimentos comerciais apresentaram positividade
para esse agente. Dentre os isolados foram identificados diferentes sorovares:
Panama, Agona, Anatum, London, Infantis, Heidelberg, Schwarzengrund, e com
maior prevaléncia, S. Typhimurium e S. Derby (SPRICIGO et al., 2008).

A importancia da qualidade das matérias-primas utilizadas na fabricacdo de
racdo para animais de producdo, do controle ambiental interno e do alimento
destinado aos animais, foi destacada no trabalho de Albuquerque et al. (1999).
Nesse estudo, foram analisadas 136 amostras de ingredientes utilizados para
fabricagcdo de racdes para animais e 43 amostras de racdes prontas para o
consumo de aves e suinos. Salmonella spp. foi isolada em 19,85% das matérias-
primas, sendo que nos subprodutos de origem animal a presenca foi de 50%, nos
derivados vegetais e industriais 12,5% e nos derivados lacteos 7,5%. Em racdes
prontas, a bactéria foi isolada em 4,65% das amostras destinadas a alimentagéo de
aves e suinos. Os sorovares mais frequentes foram: S. Anatum, S. Senftenberg, S.
Newlands, S. Mbandaka, S. Cerro e S. Mokola.

Borch et al. (1996) relacionaram a contaminacdo de Salmonella spp. em
carcagas suinas durante o abate com os casos de infeccbes em seres humanos
causadas por alimentos contaminados pela mesma bactéria em paises como
Dinamarca, Noruega e Suécia. Segundo os autores, as principais fontes de infeccao
de Salmonella spp. para suinos sdo a ra¢do, o ambiente e o contato com fezes
contaminadas. Também citaram que o estresse durante a producdo € um fator
agravante, pois torna os animais mais vulneraveis a infeccdo. Contudo, o0s
programas de controle de pontos criticos e de higienizacdo na producao e durante o

abate de suinos sdo importantes na prevencao desses patdgenos.



11

3.2.1. Resisténcia aos antimicrobianos

O tratamento da salmonelose com medicamentos antimicrobianos nédo €
recomendado para a maioria dos casos que acometem individuos saudaveis. No
entanto, em idosos, pacientes muito jovens ou imunocomprometidos e quando ha
infeccdo extra-intestinal, o uso de um antimicrobiano adequado é essencial. A
infeccdo com Salmonella resistente aos antimicrobianos pode representar um risco
para a saude publica adicional aquele observado em infeccbes em que o0s
microrganismos sdo suscetiveis (EFSA, 2008b).

O alimento é considerado uma importante via de infeccdo por Salmonella,
incluindo cepas de Salmonella multirresistentes aos antimicrobianos. Surtos com
envolvimento destes microrganismos, onde o agente etiologico foi isolado de
animais, dos alimentos e dos pacientes sao descritos por varios autores ao longo do
tempo. S. Typhimurium multirresistente, com resisténcia adicional a quinolona, foi
isolada de um surto em 1998 cuja fonte foi identificada na cadeia produtiva de
suinos (MOLBAK et al., 1999), e no mesmo ano, no Reino Unido, houve um surto
que envolveu mais de 200 pessoas, em que o veiculo de infeccdo foi o leite
contaminado com S. Typhimurium DT 104, multirresistente, oriundo de uma fazenda
(WALKER et al., 2000).

Salmonella Typhimurium DT 104 é um fagotipo multirresistente epidémico
(THRELFALL, 2000). Apesar de atualmente apresentar baixa incidéncia na Europa,
ainda representa risco significativo a saude publica mundial. A cepa é tipicamente
resistente a ampicilina, cloranfenicol, florfenicol, espectinomicina, estreptomicina,
sulfonamidas e tetraciclinas (EFSA, 2008b).

Microrganismos patogénicos, resistentes aos antimicrobianos, veiculados por
alimentos sdo uma preocupacao mundial. Wegener et al. (1999) ja atribuiram o
aumento da resisténcia ao uso indiscriminado de antimicrobianos como promotores
de crescimento na producdo animal e posterior disseminacdo dos genes que
carreiam esta resisténcia a outros microrganismos. Os autores recomendaram 0 uso
de redes de vigilancia como forma de monitoramento e prevenc¢édo. Desde entdo, o

problema vem se agravando.
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Hopkins et al. (2010) relataram a prevaléncia de S. enterica sorovar
4,{5},12:i:-, com resisténcia a ampicilina, estreptomicina, sulfonamidas e tetraciclina
em varios paises europeus. As amostras eram provenientes de humanos, de suinos
e de produtos de origem suina entre 2006 e 2008. Os autores argumentaram que
este sorovar pode ser uma variante genética da S. Typhimurium DT 104, que teve
seus indices de isolamento reduzidos na Europa a partir de 2006.

Varios paises ou associacdes monitoram a resisténcia aos antimicrobianos
de microrganismos transmitidos pelos alimentos. A resisténcia aos antimicrobianos
em Salmonella spp. isolada de carne suina foi relatada em cinco paises membros
da Unido Européia. Os isolados, incluindo os sorovares Derby, Enteritidis, Infantis,
Londres, Saintpaul, Senftenberg, Typhimurium e Virchow e outros nao identificados,
demonstraram resisténcia a ampicilina variando de 21% a 35%, sulfonamidas (36%
a 52%) e tetraciclina (38% a 59%). A resisténcia a ciprofloxacina e a enrofloxacina
foi observada na Dinamarca e lItalia, respectivamente, em taxas de 1% e 0,6%
(EFSA, 2006).

No Brasil, entre os anos de 2004 a 2006 houve a implementacdo pelo
Ministério da Saude do Programa PREBAF - Programa Nacional de Monitoramento
da Prevaléncia e da Resisténcia Bacteriana em Frango (carcagas congeladas),
como parte do conjunto de estratégias de acao definidas pela ANVISA para a area
de alimentos. O estudo foi realizado de acordo com recomendacdes do Codex
Alimentarius para programas de vigilancia e controle sobre a resisténcia microbiana
em microrganismos zoonoticos transmitidos por alimentos (BRASIL, 2008).

O PREBAF permitiu o conhecimento de dados de pesquisa em vigilancia
sanitaria até entdo inexistentes, e seus resultados demonstraram 0s maiores
percentuais de resisténcia de Salmonella isolada de carcagas de frango para as
drogas: estreptomicina (89,3%), sulfonamida (72,4%), florfenicol (59,2%), ampicilina
(44,8%), acido nalidixico (44,0%), ceftiofur (22,8%), aztreonam (20,4%),
enrofloxacina (18,4%), cefoxitina (17,3%) e cefalotina (12,4%). A determinacéo da
concentracdo inibitéria minima revelou que a totalidade das cepas apresentou
resisténcia a uma ou mais drogas, tendo sido reconhecidos 98 perfis de
multirresisténcia (>2 classes de antimicrobianos) em 192 (76,8%) cepas (BRASIL,
2008).
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A sorotipagem pode fornecer informacdes Uteis durante a investigacdo de
surtos, mas também sobre os riscos a populacdo. A identificacdo antigénica tem
demonstrado que alguns sorotipos de Salmonella sdo mais observados em
determinados animais e/ou alimentos. Hald et al. (2007) verificaram que a
resisténcia de Salmonella aos antimicrobianos podia ser associada a sorovares
especificos e ao tipo de alimento onde era realizado o isolamento. Os autores
observaram na Dinamarca, em cepas isoladas de infeccbes, que havia
predominancia de S. Typhimurium resistente as quinolonas em isolados
provenientes de ovos, carne de porco e carne bovina importados e carne suina
dinamarquesa.

Fernandes et al. (1992) selecionaram aleatoriamente 734 isolados de S.
Typhimurium e 631 de S. Agona provenientes de alimentos, ambiente, fezes e urina
humana, sangue, visceras de animais, agua de esgoto, racdo animal e secrecgoes,
no Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo entre os anos de 1971 a 1987.
Nestas amostras foram identificados 65 bi6tipos de S. Typhimurium e um bibtipo de
S. Agona, sendo a maioria dos isolados multiresistentes a sulfonamidas e ao
sulfazotrim. Segundo os autores a maioria das infec¢des hospitalares adquiridas nas
enfermarias da pediatria nesse periodo, em S&o Paulo, foi causada por S.
Typhimurium multiresistente.

Um estudo para verificar a resisténcia aos antimicrobianos em Salmonella
spp. foi realizado na Alemanha no periodo de 2000 e 2002 no National Veterinary
Reference Laboratory for Salmonella. Dos isolados provenientes de alimentos
processados, 64% foram de origem avicola, 28% de origem bovina e 24% de origem
suina. A maioria dos isolados (63%) foi resistente a uma das drogas testadas e,
40% resistente a mais de um antibiético. O sorovar mais frequentemente isolado de
suinos e produtos derivados foi S. Typhimurium, predominando na Germania o
fagotipo DT104 (SCHROETER et al., 2004).

Nas regides de Marche e Umbria na Itélia, foi pesquisada a prevaléncia de
Salmonella spp. em casos de enterites suinas. Os sorovares mais frequentes e a
sensibilidade aos aminoglicosideos mais usados em animais nessas regiées. Dos
79 isolados, 47 foram identificados como Salmonella spp., prevalecendo os

sorovares Typhimurium (69%), Panama (7%) e outros (4%). Quanto a sensibilidade
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antimicrobiana, 92,4% dos isolados foram sensiveis a apramicina, 77,25% a
gentamicina e 67,1% a tobramicina, mas 35,4% foram resistentes a estreptomicina
(MAGISTRALI et al., 2006).

Weiss et al. (2002) analisaram Salmonella spp. isoladas de amostras de
fezes, linfonodos e conteudo intestinal de suinos de terminagédo no Rio Grande do
Sul, Brasil. Os testes de resisténcia aos antimicrobianos demonstraram 97% de
resisténcia a sulfonamida, 82,6% a estreptomicina, 36,9% a tetraciclina e 15,2% ao
sulfazotrim.

Em Santa Catarina, Menin et al. (2008) verificaram que as infec¢des entéricas
em suinos sdo responsaveis por 30% das perdas econ6micas na suinocultura
industrial e 60% dos gastos com antimicrobianos na producéo, sendo a Salmonella
spp. um dos principais patdogenos envolvidos em casos de diarréia em suinos nas
diferentes faixas etarias. Nas amostras de Salmonella spp. isoladas houve maior
resisténcia aos antimicrobianos oxitetraciclina (77%) e tetraciclina (42,1%); e menor
resisténcia a gentamicina (3,5%) e amoxicilina (4,8%).

Tessmann et al. (2008) verificaram a susceptibilidade aos antimicrobianos de
S. Typhimurium, S. Panama e S. Infantis isoladas de cortes de carne suina
adquiridas em feiras-livres em Pelotas. Todos os isolados foram sensiveis aos
antimicrobianos trimetropim e cefoxitina e 39,1% dos isolados apresentaram padrao
de multirresisténcia. Todos os sorovares de S. Typhimurium e o isolado de S.
Panama apresentaram resisténcia a trés ou mais antibioticos. Resisténcia a
tetraciclina foi observada em 100% dos isolados identificados como S. Typhimurium
e 7% de S. Infantis.

Spricigo et al. (2008) isolaram Salmonella de linguica frescal suina no
Parana, Brasil. Entre os isolados foi observada a resisténcia aos antimicrobianos,
sendo que 56,7% apresentaram resisténcia a pelo menos um dos 14
antimicrobianos testados e 20% apresentaram perfil de multirresisténcia (a quatro
ou mais antimicrobianos). Os maiores indices de resisténcia foram as sulfonamidas
(45%) e a tetraciclina (41,67%), enquanto nenhuma amostra foi resistente a
amoxicilina, gentamicina, neomicina, cefaclor e tobramicina. Um isolado, identificado
como sorovar Schwarzengrund apresentou resisténcia ao maior numero de

antimicrobianos testados (50%), assim como os isolados identificados como sorovar
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Typhimurium que apresentaram alta porcentagem (41,67%) de amostras

multiresistentes.

3.3. Random Amplified Polymorphic DNA  (RAPD-PCR)

Técnicas moleculares sdo cada vez mais utilizadas para estabelecer a
relacdo filogenética entre isolados bacterianos e fornecem importantes dados para o
entendimento da epidemiologia.

A técnica de Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD-PCR) constitui uma
ferramenta amplamente utilizada em estudos de tipagem molecular de
microrganismos patogénicos, inclusive Salmonella, principalmente pela sua rapidez
(BETANCOR et al., 2004). Segundo LIN et al. (1996), os problemas de
reprodutibilidade podem ser superados com uso de primers apropriados.

As técnicas de RAPD-PCR e Salmonella Enteritidis Repeat Element (SERE-
PCR) foram utilizadas por Tozetto (2006) para analisar isolados de Salmonella spp.
em amostras clinicas de sete regides do Estado do Parana entre os anos de 2002 e
2004. Segundo o autor, a técnica de RAPD-PCR foi um método rapido,
relativamente barato e aplicavel a tipagem de Salmonella, pois apresentou boa
reprodutibilidade e bom poder discriminatério, distinguindo 84 estirpes de
Salmonella Enteritidis e classificando-as em 11 grupos. Ja a técnica de SERE-PCR
gerou perfis distintos para os diferentes sorovares de Salmonella, mas né&o foi capaz
de determinar diferengas entre os isolados de um mesmo sorovar, concluindo que o
RAPD-PCR apresenta maior nivel de discriminacado que SERE-PCR.

Oliveira et al. (2007) estudaram o envolvimento de S. Enteritidis em surtos de
origem alimentar no Rio Grande do Sul no periodo de 2001 a 2002 com 0 uso de
técnicas moleculares de ribotipagem e RAPD. Os autores concluiram que as
técnicas de ribotipagem e RAPD possuem bom poder discriminatério para avaliar
relacdo entre sorovares de Salmonella spp., 6tima reprodutibilidade e apresentam
resultados semelhantes entre si. Citam ainda, que segundo Hudson et al. (2001), o
RAPD é um método rapido e poderoso, qgue demonstra grande poder discriminatério
entre sorovares de Salmonella spp., com resultados semelhantes aos obtidos na

técnica de PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis). Segundo os autores é
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importante a utilizacdo de técnicas moleculares em diagnosticos, pois possibilitam
estudos epidemioldgicos mais abrangentes dentro da cadeia produtiva.

A importancia da otimizacdo da técnica de RAPD-PCR foi ressaltada por
Tozetto (2006). O autor relatou que ha alguns parametros que podem afetar a
analise por RAPD-PCR, como a temperatura baixa de anelamento entre 25°C a
40°C para a amplificacdo adequada, componentes do tamp&o como Mg?*, nimeros
de ciclos entre 35 a 50, pois numeros menores resultam na auséncia de algumas
bandas e padronizacdo da técnica (preparo do DNA, volumes e concentracfes
consistentes dos reagentes). Oliveira et al. (2007) complementaram que a
otimizacdo cuidadosa dos fatores que podem interferir na reprodutibilidade do
método inclui a concentragdo de DNA alvo, primer e concentragdo de cloreto de

magneésio (MgCly).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Local

As fezes foram coletadas em uma granja de terminacdo de suinos e na
pocilga de espera de um frigorifico ndo exportador e sob inspecdo municipal, ambos
em Uberlandia-MG, onde também foram coletadas as amostras das carcacas
suinas durante o abate. A coleta e isolamento de Salmonella spp. foram realizados
por Pacheco (2009).

Os isolados foram armazenados sob congelamento (-20°C) no Laboratério de
Biotecnologia Animal Aplicada (LABIO-UFU), onde também foram realizados as
analises laboratoriais do presente estudo. A sorotipagem foi realizada no setor de
Enterobactérias da Fundagdo Osvaldo Cruz (FIOCRUZ) no Estado do Rio de

Janeiro.

4.2. Amostras utilizadas no estudo

Foram utilizados neste estudo 86 culturas de Salmonella spp. previamente
isoladas por Pacheco (2009), mantidas congeladas em caldo BHI (Difco®) com 15%
de glicerol. O tipo e numero de amostras inicialmente coletadas por Pacheco (2009)
em cada etapa e o numero de isolados estéo discriminados na Tabela 1. As culturas
de Salmonella spp. foram isoladas em trés lotes diferentes em coletas distintas,
onde foram amostrados fezes, ambiente, racdo, agua e swabs de carcacas. Em
cada um dos lotes foram coletadas amostras de 15 animais, sendo estes animais
amostrados brincados para identificacdo. As coletas subseqlientes nos pontos pré-

determinados foram sempre realizadas nos mesmos animais.
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Tabela 1. Salmonella spp. isoladas de suinos, discriminadas por etapa de coleta, tipo de amostra e

local de colheita

Isolamentos
Amostras coletadas 12 22 32 TOTAL
Local de colheita
etapa etapa etapa P (%)

Fezes-Swab retal (n=45) Granja (terminacéo) 9 9 7 25 (29,07)
Racéo (n=3) Granja (terminacéo) 1 1 0 2(2,33)
Agua (n=3) Granja (terminacéo) 0 0 0 0
Swab arrasto (n=3) Granja (terminacao) 0 0 0 0
Fezes-Swab retal (n=45) Pocilga de espera 7 8 7 22 (25,58)
Swab arrasto (n=3) Pocilga de espera 0 0 1 1(1,16)
Carcaca ap6s depilacédo (n=45) Frigorifico (abate) 7 3 0 10 (11,63)
Linfonodos cadeia mesentérica (n=45) Frigorifico (abate) 3 6 2 11 (12,79)
Carcaca ap6s serragem (n=45) Frigorifico (abate) 7 3 3 13 (15,12)
Swab superficie depiladeira (n=3) Frigorifico (abate) 0 0 1 1(1,16)
Swab superficie serra (n=3) Frigorifico (abate) 1 0 0 1(1,16)
Swab superficie faca (n=3) Frigorifico (abate) 0 0 0 0
Swab superficie mesa toalete (n=3) Frigorifico (abate) 0 0 0 0
TOTAL (n= 249) 35 30 21 86 (100)

n= ndmero de amostras analisadas; P= amostras positivas para Salmonella spp.; % - porcentagem

de amostras positivas por amostra em relacéo ao total isolado.

Fonte: compilado de PACHECO (2009).

Um fluxograma (Figura 1) ilustra a cadeia de producdo de suinos com 0s pontos

de coleta das amostras em que Pacheco (2009) isolou Salmonella spp., que foram

estudadas no presente trabalho.
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Figura 1. Fluxograma das etapas de producédo de suinos com especificacdo dos pontos de coleta de
amostra. 1- Granja de terminacgdo de suinos. 2- Pré-abate de suinos (pocilga de espera). 3.

Abate de suinos (frigorifico). Compilado de Pacheco (2009).

4.3. Processamento das amostras

As amostras previamente identificadas como Salmonella spp. e mantidas
congeladas foram reativadas e confirmadas quanto a pureza. Apds descongelamento
em temperatura ambiente, uma aliquota de cada amostra foi transferida para caldo de
infusdo cérebro-coracdo (BHI) (Ox0id®), seguida de incubagdo a 37°C por 24 horas.
Apos, foi repicada em agar xilose-lisina desoxicolato (XLD) (DIFCO®) e incubada a
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37°C por 24 horas. Uma col6nia isolada foi repicada em dois tubos contendo agar
nutriente (DIFCO®) inclinado e incubada a 37°C por 24 horas.

4.3.1. Identificacdo soroldgica preliminar e comple  ta

A identificacdo sorolégica do género foi realizada com o antisoro polivalente
somatico “O” (BIOBRAS®) e a caracterizacdo preliminar dos grupos com oS
antisoros monovalentes somaticos B, C e D (BIORAD®). Foi utlizada a
metodologia de aglutinagcdo em placa conforme protocolo recomendado no PNSA -
Programa Nacional de Sanidade Avicola, em 1994 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 1994).

Adicionou-se ao cultivo bacteriano em agar nutriente (DIFCO®), 1,0mL de
solucdo salina a 0,85% estéril e a mistura foi homogeneizada (suspensdo
bacteriana). Em uma lamina de microscopio foram depositadas em paralelo, uma
gota de NaCl 2% estéril e uma gota de soro anti-somatico “O” polivalente, e apos,
adicionou-se uma gota da suspensdo bacteriana em cada uma delas. Apos
homogeneizagao, a observagcao de aglutinacéo foi realizada em 30 a 60 segundos,
com iluminagdo sob o fundo escuro. Foi considerada positiva a amostra que
apresentou aglutinagcdo na mistura cultura + soro anti-Salmonella e auséncia de
aglutinacéo na solucdo de NaCl 2%. No caso de aglutinacdo em ambas as misturas
(cultura + soro anti-Salmonella e cultura + NaCl 2%), a caracterizagao antigénica foi
inviabilizada por tratar-se de cepa rugosa (autoaglutinavel).

As cepas nao rugosas que apresentaram resultado positivo frente ao soro
anti-somatico “O” polivalente foram caracterizadas antigenicamente com 0S soros
anti-somaticos “B”, “C” e “D”, da mesma forma como o descrito para o antisoro
polivalente. Os isolados ndo rugosos e que nao reagiram com 0s anti-somaticos "B”,
“C” ou “D” foram consideradas Salmonella spp.

Em paralelo, o segundo tubo da mesma amostra em agar nutriente foi
enviado ao Setor de Enterobactérias da Fundacdo Osvaldo Cruz (FIOCRUZ) para a

caracterizagao antigénica completa.
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4.4. Suscetibilidade aos antimicrobianos

A técnica utilizada foi a de difusdo de discos (BAUER et al., 1966). Para o
teste, 3 a 5 colonias puras de Salmonella spp. em agar nutriente (DIFCO®) foram
inoculadas em 5 mL de caldo BHI (Difco®) e incubadas a 37°C até atingir a turvacao
0,5 na escala de MacFarland (aproximadamente 10® UFC.mL™). Em seguida, com
auxilio de um swab estéril, a cultura foi semeada na superficie do agar Muller Hinton
(Difco®). Aguardou-se a secagem das placas e em seguida, com auxilio de uma
pinca estéril, foram depositados sobre a superficie de cada placa inoculada discos
impregnados com 0s seguintes antimicrobianos/concentragdes: amoxicilina 10ug,
norfloxacina 10ug, gentamicina 10ug, eritromicina 15ug, acido nalidixico 30ug,
tetraciclina 30ug e sulfazotrim 25ug (Laborclin®); ceftiofur 10ug, enrofloxacina 5 pg
e lincomicina 2 pg (Sensifar®). A cepa de E. coli ATCC 25922 foi utilizada como
controle. As placas foram incubadas a 37°C por 18 a 20 horas, e depois foi realizada
a medida dos halos de sensibilidade (em milimetros) com auxilio de um paquimetro
e posterior classificacdo do microrganismo como sensivel, intermediario ou

resistente ao antimicrobiano testado.

4.5. Relacéo filogenética entre os isolados

Isolados identificados como pertencentes ao mesmo sorovar pelo teste de
sorotipificacdo antigénica foram agrupados e submetidos a analise génica por RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) utilizando o protocolo descrito por Oliveira et
al. (2007), com algumas modificac¢oes.

O DNA foi extraido por lise térmica de um volume de 5mL de um cultivo de 24
horas em BHI (Difco®) e centrifugado a 12.000g por dois minutos; o sobrenadante
foi desprezado. Ao pellet, foi adicionado 800uL de agua ultrapura e centrifugado
novamente a 12.000g por dois minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em 200uL de agua ultrapura e aquecido a 95°C por 10 minutos com
auxilio de bloco aquecedor, resfriado e, por fim, congelado para posterior utilizacao.
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A quantificacdo do DNA foi feita em espectrofotdmetro (Femto 750®) com
comprimento de onda de 280nm

Foi utilizado o primer P1254 (5° CCGCAGCCAA 3’), recomendado por
OLIVEIRA et al. (2007). A reacao de PCR foi realizada em um volume final de 25uL
por amostra, contendo: 100 mmol Tris HCI, 750 mmol KCI pH 8,8, 10 mmol
dNTPs (5 mmol de cada dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 50 mmol MgClI2, 40 pmol do
primer, 1 U de Tag DNA Polymerase 5 U/uL (Invitrogen) e 30 ng de DNA. A
reacdo PCR foi conduzida dentro das seguintes condi¢cdes: um ciclo de 95°C por 5
minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 1 minuto, 30°C por 1 minuto, 72°C for 1
minuto, e extensao final a 72° C por 5 minutos.

Todas as reacdes de PCR foram realizadas no termociclador (Eppendorf) e
os produtos amplificados separados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%. O
gel foi corado com Syber Safe (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil) e visualizado em luz
ultravioleta. A andlise foi realizada em paralelo com a cepa ATCC 13076 de
Salmonella Enteritidis e incluiu um controle negativo composto de agua ultrapura em
substituicdo ao DNA alvo.

As analises foram realizadas utilizando o coeficiente de similaridade de Dice,
com tolerancia de 1,5% na comparacao da posi¢cdo de bandas e o dendograma
formado com base no método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean - agrupamento pareado nao ponderado baseado na média
aritmética) com otimizacao do gel de 0,80%. Estes procedimentos e a constru¢ao do

dendograma foram realizados com o software BioNumerics.

4.6. Analise dos resultados

Os resultados obtidos com a tipificacdo antigénica foram tabulados e
submetidos a estatistica descritiva.

A resisténcia aos antimicrobianos testados entre os diferentes sorovares foi
comparada utilizando o teste do x2 com 95% de confianca. Os calculos foram

realizados com o auxilio do programa Biostat 5.0. (AYRES, 2007).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

No total foram descongeladas e utilizadas, neste estudo, 86 amostras de
Salmonella spp. previamente isoladas por Pacheco (2009). Destas, 25 (29,07%)
foram isoladas de fezes e duas (2,33%) de racdo, ambas na granja de terminagéo,
22 (25,59%) nas fezes dos mesmos animais na pocilga de espera do frigorifico e,
neste ambiente, uma (1,16%) recuperada por meio de swab de arrasto. No
frigorifico, 34 (39,53%) foram isoladas das carcacas durante o abate e duas (2,32%)

de equipamentos (depiladeira e serra).

5.1. Identificacéo dos isolados

O uso do antisoro “O” confirmou os 86 isolados como Salmonella spp. A
analise com os antisoros B, C e D apresentou resultados concordantes com o0s
obtidos na identificacdo oficial realizada no Laboratorio de Enterobactérias da
FIOCRUZ (Tabela 2).

Tabela 2. Sorologia preliminar com antisoros B, C e D e caracterizacdo antigénica completa em

Laboratério oficial de 86 isolados de Salmonella spp.

Sorologia Preliminar Caracterizacdo Antigénica— FI OCRUZ
Sorogrupo N (%) Sorovar N (%)
5 48 (55.8) S. Typhimurium 28 (32,55)
S. Agona 20 (23,26)
C 17 (19,77) S. Infantis 17 (19,77)
D 6 (6,98) S. Panama 6 (6,98)
Salmonella spp. 15 (17,44) S. Minnesota 15 (17,44)

N (%) — nimero de amostras positivas e porcentagem em relacéo ao total de cepas de Salmonella

Spp.

Apesar de estudos epidemiolégicos necessitarem da identificacdo antigénica
definitiva nos laboratorios oficiais, a sorotipificacdo preliminar nos laboratérios das
industrias de alimentos imediatamente ap0s o isolamento é muito importante,
principalmente, do ponto de vista da sanidade animal. Por meio da classificacao

preliminar é possivel realizar uma comparagdo inicial entre os sorovares isolados
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em diferentes pontos da producdo dos animais, estabelecendo possiveis rotas de
infeccdo. Com esta informagcdo é possivel também o uso mais racional da
antibioticoterapia em doenca clinica nos plantéis, ja que ha drogas de escolha para
determinados grupos antigénicos.

As industrias, para garantir a qualidade do produto final, devem possuir
ferramentas que permitam analisar se h& correlagdo entre os isolamentos de
Salmonella ao longo da cadeia produtiva e a sorotipificacdo preliminar € uma delas.
O resultado desta analise permite associar rapidamente contaminac¢des de produtos
com possiveis fontes de infeccdo como a racdo animal, instrumentos e
equipamentos. Pode também fornecer indicios da forma de transmissao do
microrganismo, vertical ou horizontal, e, desta forma, orientar as medidas de
controle imediatas que devem ser introduzidas ou reforcadas.

Todos os sorovares foram isolados tanto na granja quanto no frigorifico, com
excecdo de S. Panama que nao foi encontrada em amostras de fezes coletadas na
granja de terminacao (Tabela 3). Considerando somente as amostras de fezes, S.
Agona foi 0 mais identificado, mas nas amostras de animais abatidos houve maior
incidéncia de S. Typhimurium, evidenciando maior resisténcia deste sorovar as
condi¢cbes encontradas nas etapas de abate.

A diversidade de sorovares identificados em fezes e carcagas suinas, com
maior incidéncia de S. Typhimuirium também foi observada em outro estudo. Bessa
et al. (2004), no Rio Grande do Sul, identificaram 26 sorovares diferentes em 226
isolados de 300 suinos abatidos em trés frigorificos. Os sorovares mais prevalentes
foram: Typhimurium (24,3%), Agona (19,9%), Derby (13,2%) e Bredeney (12%). S.
Panama e S. Infantis também foram identificados, porém com menor frequéncia,
5,75% e 0,88%, respectivamente.

Weiss et al. (2002) também verificaram diversidade ao identificarem no Rio
Grande do Sul, oito sorovares diferentes de Salmonella em amostras de fezes
coletadas por swab retal, conteudo intestinal e linfonodos mesentéricos. As
amostras foram colhidas na granja de terminacdo e durante o abate dos mesmos
animais num frigorifico no Rio Grande do Sul. Os sorovares identificados foram
Agona, Bredeney, Lexington, London, Mabandaka, Panama e Schwartzengrund. A
maior prevaléncia observada foi para S. Agona nas propriedades de terminagao e



25

de S. Agona e S. Bredeney nas amostras colhidas no frigorifico. S. Typhimurium

nao foi identificado em nenhuma das amostras.

Tabela 3. Sorovares de Salmonella isolados em granja de terminacéo, pocilga de espera e durante

etapas do abate de suinos

) Pocilga de
Granja de Etapas do abate TOTAL
Sorovar ) espera ) ]
terminacdo ) _ (frigorifico)
(frigorifico)
N (%) N (%) N (%) N (%)
S. Typhimurium 8 (9,30) 5(5,81) 15 (17,44) 28 (32,56)
S. Agona 9 (10,46) 6 (6,98) 5(5,81) 20 (23,25)
S. Infantis 4 (4,65) 5(5,81) 8 (9,30) 17 (19,77)
S. Minnesota 6 (6,98) 6 (6,98) 3(3,49) 15 (17,44)
S. Panama -- 1(1,16) 5 (5,81) 6 (6,98)
TOTAL 27 (31,40) 23 (26,74) 36 (41,86) 86 (100)

N (%) — numero de amostras positivas de cada sorovar e porcentagem em relacdo ao total de

amostras identificadas como Salmonella spp.

O maior numero de isolados neste estudo de S. Typhimurium (32,56%) atenta
para o possivel risco de enterocolite no rebanho, jA que este sorovar, juntamente
com S. Cholerasuis sdo os mais incriminados em doenca clinica (HURD et al.,
2001). Também, S. Agona, o segundo sorovar mais isolado, tem sido relatado junto
a S. Derby como sorovares relacionados a doenca clinica que tém aumentado
significativamente, principalmente nos Estados Unidos (OLIVEIRA e CARVALHO,
2003). Porém, a identificacdo de casos clinicos de salmonelose no rebanho nao foi
pesquisada no presente estudo.

S. Typhimurium, S. Agona e S. Infantis foram o0s sorotipos mais isolados
neste estudo. De acordo com Loureiro et al. (2010) e Weiss et al. (2002), estes
sorovares estdo associados a casos de salmonelose humana no Brasil. J& nos
Estados Unidos, os trés sorotipos mais frequentemente isolados em humanos com
salmonelose sdo Typhimurium, Enteritidis e Newport, denotando o risco potencial
desses agentes (CDC, 2005).

S. Typhimurium € um dos principais sorovares isolados em casos
esporadicos e surtos de gastrenterite no Brasil. Esta também associado a

meningites, especialmente em criancas. Este sorotipo representa risco devido ao
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seu potencial invasivo e eminentemente patogénico. O fagotipo DT 104 do sorotipo
Typhimurium é considerado um patégeno altamente virulento e com elevada
resisténcia a antibioticos (DDTHA, 2005).

S. Infantis e S. Agona também sao reconhecidos por seu potencial
patogénico, o qual, além do quadro gastroentérico, pode determinar infeccao
septicémica nos animais jovens e homem, principalmente em casos de infec¢des
graves em criancas (FONSECA et al., 2006; TESSMANN et al., 2008).

Os resultados da sorotipificacdo definitiva por colheita, animal e local de
isolamento podem ser observados nas Tabelas 4, 5 e 6. De forma geral, a
incidéncia de um mesmo sorovar pode ser associada ao lote, sendo 0 mesmo

isolado ao longo da cadeia.

Tabela 4. Identificacdo antigénica de Salmonella por suino amostrado, de acordo com o local de

isolamento, desde a granja até o final do abate (12 colheita)

LOCAL DE ISOLAMENTO

FAZENDA FRIGORIFICO
Amostra Fezes Animais abatidos
Granja Pocilga ApOs Linfonodos ApOs
Animal Terminagdo Espera Depilacdo Mesentéricos Evisceracao
1 S. Typhimurium N N N S. Typhimurium
2 N S. Typhimurium N N N
3 N N S. Agona N N
4 S. Typhimurium N N N S. Typhimurium
5 S. Typhimurium  S. Typhimurium  S. Typhimurium  S. Typhimurium  S. Typhimurium
6 S. Typhimurium N S. Typhimurium N N
7 N S. Typhimurium N N S. Typhimurium
8 S. Typhimurium  S. Typhimurium N N S. Typhimurium
9 N S. Agona S. Agona N N
10 S. Agona S. Agona S. Agona N N
11 N S. Typhimurium  S. Typhimurium  S. Typhimurium N
12 S. Agona N N N N
13 S. Typhimurium N N N N
14 S. Typhimurium N S. Typhimurium  S. Typhimurium  S. Typhimurium
15 N N N N S. Typhimurium

N= n&o houve isolamento.
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Os mesmos sorovares foram identificados ao longo da cadeia de producao e

nos mesmos suinos. Das 75 amostras provenientes dos animais analisadas na

primeira colheita, Salmonella spp. foi isolada em 33 (44%) ocasides, sendo 16

provenientes das fezes e 17 nas carcacgas. S. Typhimurium foi 0 sorovar mais

prevalente, representando 78,8% (26/33) dos isolamentos, seguido de S. Agona,

gue foi isolada em 21,2% (7/33) das amostras.

Tabela 5. Identificacdo antigénica de Salmonella por suino amostrado, de acordo com o local de

isolamento, desde a granja até o final do abate (22 colheita)

LOCAL DE ISOLAMENTO

FAZENDA FRIGORIFICO (Abate)
Animal Granja~ Pocilga Ap(’)s~ Linfon(?d_os _Ap(’)s )
Terminagao Espera Depilacdo mesentericos Evisceragao
16 S. Infantis S. Infantis N N N
17 N S. Infantis N S. Infantis N
18 N N N S.Panama S.Panama
19 N S. Agona N N N
20 S. Agona S.Panama N N S.Panama
21 S. Agona S. Agona S.Panama S.Panama N
22 S. Infantis N N S. Infantis N
23 N N S. Infantis N N
24 N S. Infantis N N N
25 S. Agona N N S. Agona N
26 S. Agona S. Agona N N N
27 S. Agona N N N N
28 N N S. Infantis S. Agona S. Infantis
29 S. Agona S. Agona N N N
30 S. Infantis N N N N

Na segunda colheita, a positividade para Salmonella foi de 38,67% (29/75).

Destas, 41,38% (12/29) foram identificadas sorologicamente como S. Agona, 37,93%

(11/29) como S. Infantis e 20,69% (6/29) como S. Panama.

S. Agona e S. Infantis foram os sorovares mais incidentes nas fezes e S. Infantis

e S. Panaméa os mais identificados nas amostras de animais abatidos. Apesar de 0s

mesmos sorovares terem sido identificados nos mesmos animais, no 20° e 21° suinos,

os sorovares Agona e Panama foram identificados em diferentes pontos da coleta.
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Tabela 6. Identificacdo antigénica de Salmonella por suino amostrado, de acordo com o local de

isolamento, desde a granja até o final do abate (32 colheita)

LOCAL DE ISOLAMENTO

FAZENDA FRIGORIFICO (Abate)
Granja Pocilga Apés Linfonodos Apbs

Animal Terminagao Espera Depilacdo mesentéricos Evisceracéo

31 N S. Minnesota N N N

32 N N N N S. Minnesota

33 N S. Minnesota N N N

34 S. Minnesota S. Minnesota N N N

35 N S. Infantis N N N

36 S. Minnesota S. Minnesota N N N

37 S. Minnesota N N N N

38 S. Minnesota N N N N

39 S. Infantis N N N N

40 N N N N S. Infantis

41 N S. Infantis N N N

42 S. Minnesota S. Minnesota N N N

43 N N N S. Minnesota S. Infantis

44 N N N S. Infantis N

45 S. Minnesota N N N N

Salmonella foi isolada em 28% (21/75) amostras na terceira colheita, sendo

71,43% (15/21) identificadas sorologicamente como S. Minnesota e 28,57% (6/21)

como S. Infantis.

O maior numero de isolamentos foi observado nas fezes dos animais, sendo

S. Minnesota o mais identificado.

A homologia entre isolados identificados como de um mesmo sorovar,

comparados pelo coeficiente de similaridade de Dice e agrupados em dendograma,

estao ilustrados nas Figuras 2, 3, 4, 5.
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Figura 2. Dendrograma comparativo dos isolados identificados como S. Typhimurium, utilizando
coeficiente de similaridade de Dice com tolerancia de 1,5% e método UPGMA com
otimizacao de 0,80%. Perfil A — cluster com 92,3% de homologia; Perfil B — cluster com
93,9% de homologia; Perfil C — cluster com 93,3% de similaridade; Perfil D — cluster com

80% de similaridade.
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Figura 3. Dendrograma comparativo dos isolados identificados como S. Agona utilizando coeficiente
de similaridade de Dice com tolerancia de 1,5% e método UPGMA com otimizagdo de
0,80%. Perfil A e B — diferentes grupos clonais.



31

Dice (Opt:0.80%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%)
RAPD RAPD
Pk B B B 8B F ”
S: suino [ 1 $32-3CE
1
C: coleta 0_Q| ‘ ‘ | | Swab arrasto-3C A
FG: fezes da granja 15w ! $36-3CFG 3
FF: fezes do frigorifico | [ ‘ ‘ $37-3CFG
D: apds depilagéo gL 0] $38-3CFG
L: linfonodos | | [ | $42-3CFG
E: apés evisceragdo | [ | ] | S45-3CFC
5 S S$31-3CFF B
Rl |  S33-3CFF
Ml | S34-3CFF
ez B0 18 |  s363cFF
| | | $42-3CFF
A QLI o] sosee
b 118 | Depiladeira3c
| ‘ \ | [ Controle +
G S$34-3CFG

Figura 4. Dendrograma comparativo dos isolados identificados como S. Minnesota utilizando
coeficiente de similaridade de Dice com tolerancia de 1,5% e método UPGMA com
otimizacdo de 0,80%. Perfil A e B — diferentes grupos clonais, pertencentes ao cluster com
homologia de 80%.
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Figura 5. Dendrograma comparativo dos isolados identificados como S. Panama utilizando
coeficiente de similaridade de Dice com tolerancia de 1,5% e método UPGMA com
otimizacdo de 0,80%. Perfil A — cluster de dois grupos clonais com 96% de similaridade.
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Figura 6. Dendrograma comparativo dos isolados identificados como S. Infantis utilizando coeficiente de
similaridade de Dice com tolerancia de 1,5% e método UPGMA com otimizacao de 0,80%. Perfil

A — grupo clonal.

Os geéis originais utilizados para a construcdao dos dendrogramas estao

representados na Figura 7.
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Figura 7. Géis de RAPD para S. Typhimurium (1), S. Agona (2), S. Minnesota (3), S. Infantis (4) e S.

Panama (5).

A analise dos dendrogramas demonstrou as porcentagens de similaridade
entre isolados que foram agrupados em clusters. A similaridade entre espécimes foi
independente do local de isolamento, ou seja, carcacas ou fezes, com excecao do
sorovar Panama, onde foi observado um grupo com cinco isolados provenientes de
carcaca e uma amostra proveniente de fezes com perfil distinto.

Foram discriminados cinco grupos clones em S. Typhimurium e trés isolados
apresentaram perfil distinto, todos da primeira coleta, porém com similaridade maior
que 80% com pelo menos um dos clones (Figura 2). Observou-se a formacgéao de
quatro clusters, com homologia maior ou igual a 80%. Os resultados indicam que
animais positivos nas fezes com S. Typhimurium contribuem para um produto final
contaminado e demonstra que medidas de controle no campo, se eficientes na
reducdo da presenca deste patdgeno no conteudo intestinal dos animais, também
auxiliam na diminuicAo do mesmo durante as etapas de abate e no risco de

transmissdo de doenca aos seres humanos. Esse fato pode ser evidenciado ao
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analisar o suino de numero cinco, em que S. Typhimurium foi identificado ao longo
de toda cadeia produtiva.

S. Agona foi agrupada em dois grupos clonais distintos com similaridade de
78,7%, um com quatro e outro com 16 isolados, provenientes da primeira e segunda
coleta (Figura 3). Apesar de este sorovar ter sido isolado tanto de animais vivos
como de carcagas, ndo foi identificado apoOs evisceragdo. E provavel que as
condicbes de processamento pos-abate tenham limitado sua sobrevivéncia e
multiplicacéo, e isso explica, em parte, sua auséncia nas carcacgas ap0s a serragem.

Das amostras ambientais, S. Typhimurium e S. Agona foram isoladas de
racdo na primeira e segunda coleta, respectivamente. A andlise do dendrograma
indica que possivelmente esta foi a fonte primaria de infeccdo dos animais na
granja, pois S. Typhimurium isolado da racdo apresentou homologia de 92,3% com
sete amostras isoladas de fezes (Figura 2). No caso do sorovar Agona, a amostra
de racao esté inserida no perfil B (grupo clonal), com mais 15 isolados, sendo 11
provenientes de fezes (Figura 3). As amostras de racdo, das quais foram isolados
os sorovares identificados neste estudo foram originalmente coletadas por Pacheco
(2009), imediatamente apds a saida do silo, sem contato com 0s animais ou seus
excrementos. A importancia da racdo como veiculo de infeccdo para os suinos
concorda com resultados de estudos de varios pesquisadores (STARK et al., 2002;
LO FO WONG et al., 2004; KICH et al., 2005; SILVA et al., 2006).

A classificacdo dentro de um mesmo grupo clonal de S. Agona isolados de
fezes de lotes sucessivos de animais alojados na granja (primeira e segunda
coletas) sugere negligéncia a normas de biosseguridade, que podem contribuir para
a manutencdo do microrganismo no ambiente. Porém, este comportamento ndo se
repetiu para S. Typhimurium, o mais prevalente na primeira coleta. Assim, é
possivel que os animais amostrados ja estivessem infectados com S. Agona em
etapas de criacdo anteriores como desmame e creche. Esta hipdtese concorda com
Muller et al. (2009), que relataram que, entre as fontes mais importantes de
contaminacdo por Salmonella na producdo de suinos, podem ser destacadas o
alojamento de animais portadores que sofreram a infeccdo na fase de creche, e a

contaminagao residual das instalagoes.
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A alta porcentagem de isolados de S. Typhimurium durante todas as etapas
de abate concorda com o fato de este ser o sorovar mais isolado em alimentos de
origem suina no Brasil (SPRICIGO et al.,, 2008). Porém, outros fatores parecem
influenciar na disseminacdo do sorovar Agona. Apesar de ser o segundo mais
frequente neste estudo, a positividade concentrou-se nas amostras de fezes, com
baixo isolamento durante as etapas de abate.

A contaminacéo cruzada também parece ser importante na disseminacao de
S. Typhimurium ao longo da cadeia de produgdo. O espécime identificado na serra
pertence ao mesmo grupo clonal que quatro isolados de fezes provenientes da
pocilga do frigorifico e 93,9% com outro grupo clonal que envolve seis estirpes
isoladas de amostras coletadas ap0s depilacdo, em linfonodos ou apos evisceracgao,
inserido no cluster B.

S. Minnessota apresentou dois grupos clonais com similaridade de 80%, um
agrupando 12 isolados e outro dois. Um isolado apresentou padrdo distinto dos
demais (Figura 4). Entre as seis amostras ambientais da segunda coleta, este
sorovar foi identificado em duas ocasifes, uma de swab de arrasto da pocilga no
frigorifico e uma da superficie da depiladeira. A homologia de 100% da amostra
isolada na superficie da depiladeira com 10 isolados de fezes demonstra que a
infeccdo dos animais é a fonte de contaminagdo do ambiente do abate. Porém, o
namero de isolamentos deste sorovar foi baixo durante o abate, com positividade
somente em uma amostra de linfonodo (suino 43) e uma de carcaca apos
evisceracao (suino 32). Isto sugere que, apesar da boa adaptagcdo ambiental que
permite sua permanéncia no ecossistema, o perfil que englobou o maior nimero dos
isolados deste sorovar ndo permanece nas carcagas ou sofre injuria durante o
processo de abate, permanecendo em numeros nao detectaveis na técnica de
isolamento tradicional utilizada neste estudo.

Outra hipétese para explicar o baixo numero de isolamentos de S. Minnesota
nas etapas de abate é a possibilidade de que algum evento especificamente ligado
a este abate tenha influenciado nos resultados, como o numero de animais
abatidos, a ordem de abate dos animais amostrados em relacdo aos demais ou
mudancas dos procedimentos internos. Nao havia controle por parte dos

pesquisadores com relacdo a estes eventos ou informacdo sobre mudancas na
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concentracéo de cloro da agua de lavagem ou quantidade/tipo de agentes quimicos
utilizados para a limpeza e desinfecgdo. Assim, ndo foi possivel determinar se
houve alguma mudanca nos procedimentos em relacdo aos outros procedimentos
de abate.

Os seis isolados identificados como S. Panama formaram um clusters com
96% de similaridade e um isolado nao foi agrupado em nenhum deles. Todos os
isolados eram provenientes da segunda coleta. Dos seis isolamentos, somente uma
amostra foi proveniente de fezes (suino 20) e apresentou 84,2% de homologia com
as demais. Estes resultados demonstram que a contaminagdo da carcaga durante
as etapas de abate provavelmente ndo estd relacionada a infeccdo prévia dos
animais como sugere a observacao dos suinos 18, 20 e 21 (Figura 5).

A maior similaridade entre os isolados foi observada para S. Infantis, com 16
espécimes da segunda e terceira coleta pertencentes a um mesmo grupo clonal. A
excecdo foi um espécime com perfil distinto, isolado do suino 28, que era
proveniente da segunda coleta (Figura 6).

E possivel que a presenca do sorovar Infantis nas amostras de fezes esteja
relacionada a contaminacdo ambiental na granja ou infeccdo dos animais em etapas
anteriores a terminacao, j4 que os isolados da segunda e terceira coleta pertencem
ao mesmo grupo clonal. Porém, este sorovar ndo foi isolado no swab de arrasto
realizado na granja que alojava os animais. Esta correlagcdo entre isolamento em
amostra ambiental e nos animais deve ser analisada levando-se em consideracéo
gque somente uma amostra foi coletada, podendo n&o refletir com seguranca a
auséncia do microrganismo no ambiente.

Os sorovares mais isolados nas amostras de carcacas na segunda coleta, S.
Infantis e S. Panama, estéo, segundo a ANVISA, incluidos entre os sorotipos mais
frequentemente identificados em amostras humanas oriundas de surtos de doencas
transmitidas pelos alimentos no Brasil (RODRIGUES, 2005). Spricigo et al. (2008)
relatam que S. Panama, S. Agona e S. Infantis foram 0s sorovares mais
identificados em amostras de linguica suina em Santa Catarina, referendando a
importancia destes sorovares na saude publica.

Os resultados obtidos neste estudo reforcam a necessidade de

monitoramento da presenca de Salmonella, j& que varios autores relatam sua
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suscetibilidade & contaminacéo de carcacas e risco de infeccdo aos lotes de suinos.
Indicam também que o monitoramento e controle devem acontecer em todas as
etapas de producdo, pois diferentes fatores parecem influenciar a permanéncia ou
nao de determinados sorovares na carne.

Considerando somente as amostras de fezes S. Agona e S. Typhimurium
foram os mais isolados. S. Agona também foi o sorovar mais prevalente em
amostras de fezes suinas em trabalho realizado por Weiss (2002) e a segunda mais
prevalente em estudo conduzido por Bessa et al. (2004). Esse sorovar foi
identificado em 7% dos isolamentos em propriedades criadoras e produtoras de
suinos na Europa no ano de 2008 (EFSA, 2009).

5.2. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos
A resisténcia/suscetibilidade a 11 antimicrobianos determinada no teste de
difusdo em discos para os 86 isolados de Salmonella spp. estd apresentada na

Tabela 7.

Tabela 7. Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos de 86 cepas de Salmonella spp. isoladas de

amostras ambientais, fezes e carcagas suinas

Antimicrobiano Sensivel Intermediario Resistente
N (%) N (%) N (%)

Lincomicina 0 0 86 (100)
Ceftiofur 0 2 (2,30) 84 (97,70)
Tetraciclina 3 (3,49) 2(2,32) 81 (94,19)
Eritromicina 0 7 (8,10) 79 (91,90)
Neomicina 1(1,20) 8 (9,30) 77 (89,50)
Gentamicina 6 (7,00) 5 (5,80) 75 (87,20)
Amoxicilina 1(1,20) 13 (15,10) 72 (83,70)
Acido nalidixico 3 (3,5 14 (16,3) 69 (80,2)
Enrofloxacina 4 (4,70) 17 (19,80) 64 (74,40)
Norfloxacina 12 (14,0) 27 (31,4) 47 (54,6)
Sulfazotrim 19 (22,1) 53 (61,6) 14 (16,3)

N (%) — ndmero de amostras e porcentagem em relacéo ao total de identificados como Salmonella spp.
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A caracteristica de multirresisténcia aos antibiéticos no género Salmonella é
uma tendéncia mundial e apresenta conformidade com o presente trabalho, ja que a
maioria dos isolados demonstrou esse perfil. Dos isolados estudados, mais de 50%
apresentaram resisténcia a nove dos 11 antibidticos testados. As drogas com
maiores percentuais de sensibilidade foram o sulfazotrim e a norfloxacina, 22,1% e
14%, respectivamente. Porém, mesmo para estes antimicrobianos, os indices de
sensibilidade intermediaria observados foram considerados altos, o que pode indicar
desenvolvimento de resisténcia em médio prazo.

No relatério da PREBAF (BRASIL, 2008), sobre monitoramento da resisténcia
aos antimicrobianos de Salmonella e Enterococos isolados de carcacas de frango,
comenta-se que o tratamento de infec¢des por enteropatégenos com o emprego de
fluoroquinolonas e cefalosporinas de terceira geracdo tem “perspectiva sombria”. O
perfil de resisténcia observado neste estudo confirma que esta € uma realidade
também para infeccdo causada por Salmonella isolada de suinos. Nenhum
espécime foi sensivel ao ceftiofur (cefalosporina de terceira geracdo) e somente
quatro (4,7%) isolados foram sensiveis a enrofloxacina (fluorquinolona). A
norfloxacina (fluorquinolona de segunda geracao), mesmo sendo a segunda droga
mais efetiva neste estudo, teve somente 12 (14,0%) dos isolados classificados como
sensivel.

Varios autores e organizacbes tém relatado um aumento expressivo na
identificacdo de microrganismos isolados de animais e alimentos que sao
resistentes aos antimicrobianos de (SCHMIDT, CARDOSO, 2003; TESSMANN et
al.,, 2008; HOPKINS et al., 2010). Muitos afirmam que esta ocorréncia €
particularmente associada ao emprego de doses terapéuticas e subterapéuticas de
antibiéticos nos animais e ao uso indiscriminado de antimicrobianos na medicina
humana, tanto nos hospitais como na comunidade (SOLARI et al., 1986; SCHMIDT
e CARDOSO, 2003; BEGUM et al., 2010).

A resisténcia determinada para cada um dos sorovares identificados (Tabela
8) demonstrou que houve variacdo de resisténcia aos antimicrobianos testados

guando analisados pelo teste do quiquadrado.



39

Tabela 8. Resisténcia de Salmonella isolada de fezes e carcacas suinas aos antimicrobianos

Sorovares (N=86)

Antimicrobiano Typhimurium Agona Infantis Panama Minnesota
N=28 N=20 N=17 N=6 N=15
Amoxicilina 27 (96,4) 10 (50,0) 15 (88,2) 5 (83,3) 13 (86,7)
Gentamicina 27 (96,4) 14 (70,0) 15 (88,2) 6 (100,0) 13 (86,7)
Norfloxacina 20 (71,4) 7 (35,00) 11 (64,7) 6 (100,0) 4 (26,7)
Neomicina 28 (100,0) 14 (70,0) 15 (88,2) 6 (100,0) 14 (93,3)
Licomicina 28 (100,0) 20 (100,0) 17 (100,0) 6 (100,0) 15 (100,0)
Ceftiofur 28 (100,0) 20 (100,0) 17 (100,0) 6 (100,0) 13 (86,7)
Tetraciclina 27 (96,4) 16 (80,0) 17 (100,0) 6 (100,0) 15 (100,0)
Sulfazotrim 0 2 (10,0) 4 (23,5) 0 8 (53,3)
Eritromicina 26 (92,9) 15 (75,0) 17 (100,0) 6 (100,0) 15 (100,0)
Ac. Nalidixico 18 (64,3) 17 (85,0) 15 (88,2) 6 (100,0) 13 (86,7)
Enrofloxacina 28 (100,0) 14 (70,0) 12 (70,6) 6 (100,0) 5(33,33)

N (%) — nimero de amostras e porcentagem em relagéo ao sorovar especificado.

S. Typhimurium foi o sorovar que mais demonstrou diferengca em relacdo aos
outros estudados, apresentando maior resisténcia a amoxacilina, a neomicina e a
enrofloxacina quando comparado a S. Agona (P<0,01); a enrofloxacina em relacéo
aos sorovares Minnesota (P<0,01) e Infantis (P<0,05) e a norfloxacina em
comparacao a Minnesota (P<0,05).

S. Typhimurium foi classificado como multiresistente, por apresentar
resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos. Todos o0s isolados
demonstraram resisténcia a neomicina (aminoglicosideo), lincomicina (lincosamida),
ceftiofur (cefalosporina) e enrofloxacina (fluorquinolona) e mais de 96%
apresentaram  resisténcia a amoxacilina  (betalactamico), gentamicina
(aminoglicosideo) e tetraciclina. Porém, todos foram sensiveis ao sulfazotrim. Neste
estudo, a resisténcia do sorovar Typhimurium ao sulfazotrim foi significativamente
menor que as observadas para os sorovares Infantis (P<0,05) e Minnesota
(P<0,01).

A resisténcia a tetraciclina em 96,4% dos isolados de S. Typhimurium foi
maior que o observado em outros trabalhos realizados no Brasil em amostras
suinas, como Weiss (2002) que determinou 36,9% de resisténcia em fezes e

linfonodos, Menin (2008) que observou 42,1% de resisténcia em isolados de
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infec¢des entéricas e 41,67% em linguica fresca por Spricigo (2008). Estudos na
Europa com isolados de carne suina comercializadas nos paises membros em que
nem todos os sorovares foram identificados, mas incluia o S. Typhimurium também
demonstraram resisténcia inferior aos deste estudo, com indices de variando de
36,05% a 59% (EFSA, 2006; EFSA, 2008b). Porém, concorda com analise deste
sorovar isolado de cortes suinos coletados em feira livre de Pelotas, Rio Grande do
Sul, no Brasil, que mostrou resisténcia de 100% a tetraciclina (TESSMANN, 2008).
Schmidt et al. (2003) também observaram 99,4% de resisténcia a este
antimicrobiano em S. Typhimurium isolada de sistema de tratamento de dejetos
suinos. A resisténcia a tetraciclina é também o padrdo observado na cepa
epidémica multiresistente DT 104 (EFSA, 2008b).

O aumento nos niveis de resisténcia a ampicilina, tetraciclina e cloranfenicol
desde 1996 em Salmonella isoladas de humanos, suinos e frangos caracteriza a
emergéncia de S. Typhimurium multi-resistente (BEGUM et al., 2010). Porém este
autor relata que isolados com estas caracteristicas sdo também resistentes a
associacao sulfa e trimetropim (sulfazotrim), que néao foi observado neste estudo.

N&o houve diferenca entre a resisténcia determinada no sorovar Agona em
relacdo aos outros isolados para o0s antimicrobianos: gentamicina, lincomicina,
ceftiofur, tetraciclina, eritromicina, acido nalidixico e enrofloxacina. Porém, este
sorovar demonstrou menor numero de isolados resistentes a amoxacilina e
neomicina em relacdo ao sorovar Typhimurium (P<0,01), a norfloxacina em relagao
ao Panama (P<0,01); e ao sulfazotrim em comparacdo ao Minnesota (P<0,05).

Apesar de ser frequentemente isolado de alimentos e ambiente e em
algumas amostras clinicas, ha poucos relatos sobre a resisténcia ou multiresistencia
em S. Agona. Neste estudo, este sorovar foi 0 que apresentou as menores
porcentagens de isolados resistentes as drogas testadas.

S. Panama apresentou perfil semelhante ao observado para o sorovar
Typhimurium, com 100% de resisténcia a nove dos antimicrobianos testados e
83,3% dos isolados resistentes a amoxacilina, mas 100% sensiveis ao sulfazotrim,
Em relagdo aos outros sorovares, S. Panama mostrou-se mais resistente a

enrofloxacina quando comparada a S. Minnesota (P<0,05) e a norfloxacina em
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relacdo ao sorovar Agona (P<0,01). Houve menor resisténcia ao sulfazotrim pelos
isolados quando comparados aos identificados como S. Minnesota (P<0,05).

O perfil de resisténcia determinado para o sorovar Panama neste estudo €
diferente do observado por CASTAGNA et al. (2001) em isolados de fezes e
linfonodos mesentéricos de suinos ao abate em trés frigorificos do sul do Brasil. Dos
seis isolados identificados como S. Panama naquele estudo, somente foi observada
resisténcia a ampicilina, tetraciclina e cotrimoxazol (um isolado cada) e a
sulfonamida (cinco isolados). Aqueles autores também testaram os antimicrobianos:
neomicina, gentamicina e acido nalidixo, porém ao contrario dos resultados obtidos
neste estudo, os isolados foram 100% sensiveis. Os autores concluiram que S.
Panama apresentou perfil de resisténcia estatisticamente menor que S.
Typhimurium. Porém, Tessmann et al. (2008) também observaram perfil de
multiresistencia (ampicilina, carbenicilina, cloranfenicol e tetraciclina) em S. Panama
isolada de carne suina vendida em feiras livres no sul do pais.

Isolados identificados como S. Infantis apresentaram menor percentual de
resisténcia a enrofloxacina em relagdo ao sorovar Typhimurium, mas maior numero
de isolados resistentes ao sulfazotrim, em comparacdo a este mesmo sorovar
(P<0,05). Todos os isolados foram resistentes a lincomicina, ceftiofur, tetraciclina e
eritromicina. A resisténcia aos antimicrobianos de S. Infantis deste estudo foram
superiores as observadas por TESSMANN (2008). Estes autores determinaram
sensibilidade de 100% e 43% para o acido nalidixo e tetraciclina, respectivamente,
em S. Infantis isoladas de cortes de carne suina de feiras-livres de Pelotas, RS.

Os isolados identificados como S. Minnesota foram menos resistentes a
norfloxacina em relacdo a S. Typhimurium e a enrofloxacina em relacdo a S.
Panama (P<0,05), mas apresentou maior resisténcia ao sulfazotrim em comparagao
ao sorovar Typhimurium (P<0,01). Este sorovar é considerado como um agente
etiolégico emergente da salmonelose humana (WHO, 2005)

No Brasil € permitido o uso dos antimicrobianos avilamicina, bacitracina,
colistina clorexidina, flavomicina, clorohidroxiquinolina, tilosina, lincomicina e
eritromicina como aditivos na alimentagdo de suinos em terminacdo (BRASIL,
1998). Destes, foram testados neste estudo os dois ultimos. Com excecéo de 8,1%
dos isolados de S. Typhimurium e 25% de S. Agona, que apresentaram perfil
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classificado como intermediario a eritromicina, todos os isolados foram 100%
resistentes a estas drogas.

O conjunto de resultados deste estudo mostra que independente das
diferencas identificadas entre os sorovares para alguns antimicrobianos, os isolados
apresentaram perfil de multiresisténcia, principalmente para aquelas mais usadas
em tratamentos clinicos nas granjas de produgdo, como enrofloxacina, lincomicina,
amoxicilina, tetraciclina, eritromicina, norfloxania, ceftiofur e sulfazotrim, sendo
provavel que as disparidades observadas sejam mais associadas a casuistica que
ao sorovar. A resisténcia € preocupante e demonstra que € necessaria a reducao do
uso de antimicrobianos na produgéo animal como forma de reduzir a pressdo de
selecdo a que estes microrganismos sdo submetidos. Alerta também para as
dificuldades que pode representar o tratamento de infec¢des extra-intestinais e em
grupos de risco, onde é necessaria a antibiotecoterapia e para a necessidade de
vigilancia da resisténcia aos antimicrobianos em bactérias zoonoéticas transmitidas
por alimentos.

Iniciativas como o monitoramento da resisténcia de Salmonella isoladas de
carcagas congeladas de frango em todo o pais, realizada pela ANVISA no projeto
PREBAF (BRASIL, 2008) fornecem dados importantes. As informacdes geradas
permitem a visualizacdo adequada do problema e fornece subsidio para as medidas
de controle necessarias. Esta pesquisa deve ser ampliada para todos os produtos

de origem animal.
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6. CONCLUSOES

A multiplicidade de sorovares de Salmonella identificados nos pontos
analisados do processo produtivo, S. Typhimurium, S. Agona, S. Infantis, S.
Minnesota e S. Panama indica que diferentes fatores influenciam na infeccdo dos
suinos e na presenca e persisténcia destes microrganismos na cadeia produtiva.
Isto reforca a importancia de um monitoramento rigoroso que permita subsidiar
acOes que promovam o controle adequado destes patégenos desde a granja até as
etapas de abate e garantam a saude do consumidor.

A relacao filogenética entre os isolados indicou que o consumo de racgéo
contaminada é uma fonte de infeccdo dos animais pelos sorovares Agona e
Typhimurium. A contaminacdo cruzada também contribuiu para a disseminacéo de
S. Typhimurium durante as etapas de abate, aumentando o risco de contaminacao
da carne e de infeccbes em humanos.

O padréao de multirresisténcia determinado para os diferentes sorovares alerta
para a necessidade de implantagdo de monitoramento sistematico da resposta aos
antimicrobianos em bactérias zoonéticas transmitidas pelos alimentos. Deve-se
ampliar os programas institucionais como o Nacional de Monitoramento da
Prevaléncia e da Resisténcia Bacteriana em Frango para alimentos de origem
suina, para subsidiar a discusséao e instituicdo de politicas publicas sobre o uso de

antimicrobianos na produgao animal.
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7. TRABALHOS FUTUROS

A técnica de RAPD-PCR é uma ferramenta amplamente utilizada nos estudos
de tipagem molecular de microrganismos patogénicos e ja foi testada para
Salmonella spp. com poder de discriminacdo semelhante a ribotipagem. Pretende-se
realizar técnicas como REP (Repetitive Extragenic Polindromic) e ERIC-PCR
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) para comparar aos resultados
obtidos neste estudo.
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