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Salmonella spp. is an important zoonotic pathogen that can spread along the production
chain of swines. The objective was to evaluate the incidence of Salmonella spp. in feces of
swines in termination phase in the farm, in the pre-slaughter and environmental samples,
identify the serotypes and establish a phylogenetic relationship among the isolates. Three
collections were done in different batches of pigs housed in the termination pen and in the
same animals after transport to the slaughterhouse totaling 90 plots and 9 environmental
samples. The transport does not influenced the percentage of isolation of the microorga-
nism (p>0.05). Of the total of 99 samples, 50 (50.5%) were identified as Salmonella spp.,
and was identified a variety of serovars: Agona (30%), Typhimurium (26%), Minnesota
(24%), Infantis (18%) and Panama (2%). Dendrograms showed homology among isolates
of different serovars grouped into clusters. The similarity was independent of the local
of isolation, indicating the presence of several clones. The main sources of infection were
cross-contamination between animals and environment and the consumption of contami-
nated feed. The diversity of strains and homology among the isolates indicates a common
origin, demonstrating a need for monitoring of zoonotic bacterias and the deployment of

more effective control measures for Salmonella spp. in swines.

INDEX TERMS: Salmonellosis, serotyping, RAPD.

RESUMO.- Salmonella spp. é um importante patégeno zoo-
notico que pode ser disseminado ao longo da cadeia produ-
tiva de suinos. Objetivou-se avaliar a incidéncia de Salmo-
nella spp. em fezes de suinos de terminagdo na granja, no
pré-abate e amostras ambientais, identificar os sorovares e
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estabelecer a relagao filogenética entre os isolados. Foram
realizadas trés coletas em lotes diferentes de suinos aloja-
dos na granja de terminagio e nos mesmos animais ap6s o
transporte ao frigorifico totalizando 90 parcelas e 9 amos-
tras ambientais. O transporte ndo influenciou na porcen-
tagem de isolamento do microrganismo (p>0,05). Das 99
amostras, 50 (50,5%) foram identificados como Salmonella
spp., sendo identificado uma multiplicidade de sorovares:
Agona (30%), Typhimurium (26%), Minnesota (24%), In-
fantis (18%) e Panama (2%). Os dendrogramas demons-
traram homologia entre isolados dos diferentes sorovares
agrupados em clusters. A similaridade foi independente do
local de isolamento indicando a presenca de varios clones.
As principais fontes de infec¢do determinadas foram a con-
taminacio cruzada entre animais e ambiente e o consumo
de ragido contaminada. A diversidade de sorovares e a ho-
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mologia entre eles indicam origem comum, demonstrando
necessidade de monitoramento de bactérias zoonoéticas e
de implantagdo de medidas de controle mais eficazes para
Salmonella spp. em suinos.

TERMOS DE INDEXACAO: Salmonelose, sorotipagem, RAPD.

INTRODUCAO

A salmonelose é uma das principais causas de gastroenteri-
tes em humanos veiculada por alimentos em todo o mundo.
Trata-se de um importante problema de satide publica tan-
to em paises industrializados como em desenvolvimento
(EFSA 2009, EFSA 2010, Loureiro et al. 2010).

Produtos de origem suina merecem aten¢do como fon-
tes potenciais de salmoneloses que acometem humanos.
A preocupacio aumentou depois que surtos de infec¢io
alimentar ocorridos na Dinamarca tiveram sua origem as-
sociada ao consumo destes produtos (Fedorka-Cray 1996).
Mais recentemente, Hill et al. (2008) relataram que de 1%
a 10% das salmoneloses humanas sao atribuidas ao consu-
mo de carne suina e que 17% dos suinos em idade de abate
podem estar infectados por Salmonella spp. e 4% deles ex-
cretando o microrganismo nas fezes.

A maioria dos sorovares de Salmonella spp. que infec-
tam suinos nio causa doenca clinica nesses animais. To-
davia, mesmo animais aparentemente saudaveis podem
excretar a bactéria de forma intermitente pelas fezes e,
assim, contaminar o ambiente e outros animais (Castagna,
Schwarz & Cardoso 2004). No caso de suinos, esta situagio
também pode ocorrer durante o transporte dos animais
(Katja & Henrik 2003).

Segundo Rostagno et al. (2003) é amplamente aceito que
os animais infectados com Salmonella spp. sdo as maiores
fontes de infeccdo para outros animais e seres humanos. As-
sim, é importante o monitoramento constante com identifi-
cagdo dos sorovares e estabelecimento da relacdo epidemio-
légica desses ao longo da cadeia de produgdo (EFSA 2008).

A epidemiologia da infeccdo por Salmonella spp. em sui-
nos é complexa, apresentando multiplos fatores determi-
nantes na transmissao deste microrganismo. Primariamen-
te, as fontes de infec¢do podem ser animais pertencentes ao
proéprio grupo, animais de outros grupos da mesma granja
ou fatores externos como a racao, os cuidados de manipula-
¢do pelos empregados ou o préprio ambiente da granja ou
frigorifico (Van der Gaag et al. 2004).

Ao longo da cadeia de producdo é possivel observar a
amplificacdo do problema, geralmente pela rapida trans-
missdo desta bactéria a animais ndo infect ados. Diante
disso, objetivou-se conhecer as espécies, os sorotipos e a
relacdo filogenética entre cepas de Salmonella isoladas de
amostras ambientais e de fezes de suinos, estabelecendo
possiveis vias de infecgdo, e ainda, se o estresse a que os
animais sdo submetidos durante o transporte influencia na
excrecdo deste microrganismo.

MATERIAL E METODOS

0 estudo foi realizado em uma granja de terminacao de suinos e
em um frigorifico sob inspe¢do municipal localizados na regido
do Triangulo Mineiro, MG. Foram analisadas 90 amostras de fe-
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zes coletadas por meio de swab retal, seis swabs de arrasto do
ambiente dos animais e trés amostras de ragio, totalizando 99
parcelas.

As coletas foram realizadas nos animais na granja de termi-
nacdo e nestes mesmos animais ap6s o transporte ao frigorifico e
ja alojados na pocilga de espera. Foram amostrados em periodos
distintos trés lotes subsequentes de suinos em fase de terminagdo
(idade de 138-140 dias) e com peso médio de 90 Kg. Em cada co-
leta eram incluidos quinze animais e amostras de ragdo e swabs
de arrasto.

0 processamento e analise das amostras foram realizados no
Laboratdrio de Biotecnologia Animal Aplicada da Universidade
Federal de Uberlandia (Labio-UFU) e a caracterizagdo antigénica
no Setor de Enterobactérias da Fundagao Osvaldo Cruz (Fiocruz)
no Rio de Janeiro.

0 isolamento e a identificagdo bioquimica de Salmonella spp.
foram realizados individualmente segundo a metodologia descri-
ta por Michael et al. (2003). A identificagdo soroldgica do género
foi realizada com o antissoro polivalente somatico “0” (Biobras®).
A caracterizagdo preliminar dos grupos com os antissoros mono-
valentes somaticos B, C e D (Biorad®) foi realizado pela metodolo-
gia de aglutinacdo em placa conforme protocolo recomendado no
PNSA - Programa Nacional de Sanidade Avicola do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Brasil 1994). Os isolados
puros em agar nutriente foram submetidos a sorotipificacdo defi-
nitiva na Fiocruz.

As cepas foram submetidas a analise génica por RAPD (Ran-
dom Amplified Polymorphic DNA). O protocolo utilizado foi o des-
crito por Oliveira etal. (2007). Para analise dos resultados foi feita
comparacdo das cepas antigenicamente identificadas como per-
tencentes ao mesmo sorovar.

O DNA foi extraido por lise térmica de um volume de 5SmL de
um cultivo de 24 horas em BHI (brain heart infusion) (Difco®) e
centrifugado a 12.000g por dois minutos; o sobrenadante foi des-
prezado. Foram adicionados 800pL de dgua ultrapura ao pellet e
centrifugado novamente a 12.000g por dois minutos. O sobrena-
dante foi descartado e o pellet ressuspendido em 200uL de dgua
ultrapura e aquecido a 952 C por 10 minutos, resfriado e, por fim,
congelado para posterior utilizacdo. A quantificacio foi realizada
em espectrofotdmetro (Nanodrop®).

Foi utilizado o primer P1254 (5" CCGCAGCCAA 3’). O volume
final para a reagdo de amplificagdo foi de 25uL, composto por: 100
mmol Tris HCl, 750mmol KCl pH 8 do tamp&o, 10mmol dNTPs
(5 mmol de cada dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 50mmol MgCl2, 40
pmol do primer, 1 U de Taqg DNA Polymerase 5 U/pL (Invitrogen®),
15,3pL de dgua ultrapura estéril e 30ng de DNA.

A amplificacdo em termociclador (Eppendorf®) obedeceu aos
seguintes ciclos: um ciclo de 952C por 5 minutos, seguido de 40 ci-
clos de 952C por 1 minuto, 302C por 1 minuto, 722C for 1 minuto,
e extensdo final a 722C por 5 minutos. Os produtos amplificados
(5pL) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%,
utilizando como padrio de peso molecular o marcador de 100pb
(Invitrogen®). A reacdo foi realizada em paralelo com a cepa ATCC
13076 de Salmonella Enteritidis e incluiu um controle negativo
composto de dgua ultrapura em substituicdo ao DNA alvo. Além
disso, foram realizadas trés repeti¢cdes a fim de confirmar os pa-
drdes das bandas.

Os resultados obtidos com a tipificacdo antigénica foram tabu-
lados e submetidos a estatistica descritiva. Para comparar as dife-
rentes proporg¢des de positividade dos lotes e avaliar a incidéncia
de Salmonella spp. antes e apds o transporte foi utilizado o teste
de McNemar com significancia de 5% (Ayres 2000). As analises
do RAPD foram realizadas utilizando o coeficiente de similarida-
de de Dice, com tolerancia de 1,5% na comparagdo da posicdo de
bandas e o dendograma formado com base no método UPGMA
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(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean - agrupa-
mento pareado ndo ponderado baseado na média aritmética) com
otimizacdo do gel de 0,80%. Os procedimentos foram realizados
com o software BioNumerics.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No total foram isoladas 50 cepas de Salmonella spp. (Qua-
dro 1). Destas, 25 (50,0%) foram isoladas de fezes e duas
(4,0%) de racao, ambas na granja de terminacdo; 22
(44,0%) nas fezes dos mesmos animais na pocilga de espe-
ra do frigorifico e, neste ambiente, uma (2,0%) recuperada
por meio de swab de arrasto.

Quadro 1. Salmonella spp. isoladas de suinos, discriminadas
por lote, tipo de amostra e local de colheita

Amostra Local de 12 Jote 2%lote  3%lote Total
isolamento P (%)
Fezes-Swab Granja
retal (n=45)  (terminagio) 9 ? 7 25(50,0)
Swab arrasto Granja
(n=3) (terminagdo) 0 0 0 0
. _ Granja
Ragdo (n=3) (terminagio) 1 1 0 2 (4,0)
Fezes-Swab Pocilga
retal (n=45) de espera 7 8 7 22 (44,0
Swab arrasto Pocilga
(n=3) de espera 0 0 1 1(20)
TOTAL 17 (34,0) 18(36,0) 15(30,0) 50(100)

"Nimero de amostras analisadas, ” amostras positivas para Salmonella spp.,
porcentagem de amostras positivas por amostra em relagio ao total isolado.

A sorotipificagdo com antissoro O confirmou os 50 iso-
lados como Salmonella spp. A analise com os antisoros B, C
e D apresentou resultados concordantes com os obtidos na
identificacao oficial realizada no Laboratério de Entero-
bactérias da FIOCRUZ (Quadro 2).

Nao houve aumento significativo (Quadro 3) nos isola-
mentos de Salmonella spp. apds o transporte dos animais,

Quadro 2. Resultados da sorologia preliminar e da iden-
tificacdo oficial de Salmonella sp. isolados das amostras
ambientais e de fezes de suinos

Sorologia preliminar Caracteriza¢do Antigénica

Sorogrupo N (%) Sorovar N (%)
B 28 (56,0) S. Typhimurium 13 (26,0)
S. Agona 15 (30,0)
C 9 (18,0) S. Infantis 9 (18,0)
D 1(2,0) S. Panama 1(2,0)
Salmonella spp. 12 (24,0) S. Minnesota 12 (24,0)

N() nimero de amostras positivas de cada sorovar e porcentagem em re-
lagdo a o total de cepas de Salmonella spp.

indicando que o transporte nido influenciou na porcenta-
gem de isolamento (p=0,6625 e p=0,5403). O decréscimo
no numero de excretores de Salmonella spp. observado
nas fezes ao abate, nio deve minimizar a importancia dos
animais provenientes de lotes positivos que chegam ao fri-
gorifico. Estudos realizados anteriormente (Rostagno et al.
2003) demonstraram a importancia da contaminacio cru-
zada de animais negativos que chegam ao frigorifico, a par-
tir de animais portadores que estdo excretando Salmonella
spp. nas fezes.

Quadro 3. Comparacao do isolamento de Salmonella sp. das
fezes de suinos na granja de terminacido com o isolamento da
bactéria nas fezes dos mesmos animais, na etapa de pré-abate
no frigorifico pelo teste de McNemar

Frigorifico Positivos Negativos Total
Granja
Positivos 12 13 25
Negativos 10 10 20
TOTAL 22 23 45

0 Quadro 4 demonstra os sorovares identificados sepa-
radamente por suino analisado. S. Agona foi o sorovar mais
frequente, seguido por S. Typhimurium. Todos os sorovares
foram isolados tanto na granja quanto no frigorifico, com
excecdo de S. Panama que ndo foi encontrada em amostras
de fezes coletadas na granja de terminacdo (Quadro 5).

A diversidade de sorovares identificados em fezes sui-
nas também foi observada em outros estudos. Bessa, Cos-
ta & Cardoso (2004), no Rio Grande do Sul, identificaram
26 sorovares diferentes em 226 isolados de 300 suinos
abatidos em trés frigorificos. Os sorovares mais prevalen-
tes foram: Typhimurium (24,3%), Agona (19,9%), Derby
(13,2%) e Bredeney (12%). S. Panama e S. Infantis também
foram identificados, porém com menor freqiiéncia (5,75% e
0,88%, respectivamente). Weiss et al. (2002) encontraram
oito diferentes sorovares de Salmonella em amostras de fe-
zes coletadas por swab retal. As amostras foram colhidas
na granja de terminacdo e num frigorifico no Rio Grande do
Sul. Os sorovares identificados foram Agona, Bredeney, Le-
xington, London, Mabandaka, Panama e Schwartzengrund.

Os sorovares Typhimurium, Agona e Infantis foram os
mais isolados neste estudo. De acordo com Weiss et al.
(2002) e Loureiro et al. (2010), estes sorovares sdo 0s mais
associados a casos de salmonelose humana no Brasil. O alto
indice de S. Agona atenta para o risco relacionado a doenca
clinica, junto a S. Derby, que tém aumentado significativa-
mente, principalmente nos Estados Unidos (Oliveira & Car-
valho 2003). Também, S. Typhimurium, o segundo sorovar
mais isolado, tem sido relatado em casos de enterocolite
no rebanho, ja que este sorovar juntamente com S. Chole-
rasuis sdo os mais incriminados em doenga clinica (Hurd
et al. 2001). Porém, durante as coletas nao foi observada
ou relatada pelos criadores sintomas de salmonelose nos
animais em terminacao.

De forma geral, a incidéncia de um mesmo sorovar
pode ser associada ao lote. Somente os sorovares S. Agona
e S. Infantis foram detectadas em lotes diferentes sugerin-
do possivel negligéncia a normas de biosseguridade, que
pode contribuir para a manuten¢do do microrganismo no
ambiente. Assim, é possivel que os animais amostrados ja
estivessem infectados com esses sorovares em etapas de
criagdo anteriores como desmame e creche. Esta hipotese
concorda com Muller et al. (2009), que relataram que as
fontes mais importantes de contaminagdo por Salmonella
na producdo de suinos sdo o alojamento de animais porta-
dores que sofreram a infec¢cdo na fase de creche e a conta-
minacdo residual das instalagdes.

Das 33 amostras provenientes dos animais analisadas
na primeira colheita, Salmonella spp. foi isolada em 17
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Quadro 4. Identificacdo antigénica dos sorovares de Salmonella por suino amostrado, de acordo com o local
de isolamento e com a coleta

Primeira coleta

Segunda coleta

Terceira coleta

Animal Granja Pocilga Animal Granja Pocilga Animal Granja Pocilga
Terminagao Espera Terminagao Espera Terminagdo Espera
1 Typhimurium N 16 Infantis Infantis 31 N Minnesota
2 N Typhimurium 17 N Infantis 32 N N
3 N N 18 N N 33 N Minnesota
4 Typhimurium N 19 N Agona 34 Minnesota Minnesota
5 Typhimurium Typhimurium 20 Agona Panama 35 N Infantis
6 Typhimurium N 21 Agona Agona 36 Minnesota Minnesota
7 Typhimurium 22 Infantis N 37 Minnesota N
8 Typhimurium Typhimurium 23 N N 38 Minnesota N
9 Agona 24 N Infantis 39 Infantis N
10 Agona Agona 25 Agona N 40 N N
11 N Typhimurium 26 Agona Agona 41 N Infantis
12 Agona N 27 Agona N 42 Minnesota Minnesota
13 Typhimurium N 28 N N 43 N N
14 Typhimurium N 29 Agona Agona 44 N N
15 N N 30 Infantis N 45 Minnesota N

N N&o houve isolamento.

Quadro 5. Sorovares de Salmonella isolados em granja de
terminacio e pocilga de espera

Sorovar Granja de Pocilga de espera Total
terminacdo (frigorifico) N (%)
N (%) N (%)
S. Typhimurium 8 (16,0) 5(10,0) 13 (26,0)
S. Agona 9 (18,0) 6 (12,0) 15 (30,0)
S. Infantis 4 (8,0) 5(10,0) 9(18,0)
S. Minnesota 6(12,0) 6 (12,0) 12 (24,0)
S. Panama 0 1(2,0) 1(2,0)
TOTAL 27 (54,0) 23 (46,0) 50 (100)

N Nimero de amostras positivas de cada sorovar e porcentagem em rela-
¢do ao total de amostras identificadas como Salmonella spp.

(51,51%) ocasides, sendo 16 provenientes das fezes e uma
da ragdo. S. Typhimurium representou 76,47% (13/17)
dos isolamentos e S. Agona, 23,53% (4/17) das cepas. Na
segunda colheita, a positividade para Salmonella foi de
54,54% (18/33). Destas, 61,11% (11/18) foram identifica-
das sorologicamente como S. Agona, 33,33% (6/18) como
S. Infantis e 5,56% (1/18) como S. Panamd. Salmonella sp.
foi isolada em 45,45% (15/33) amostras na terceira co-
lheita, sendo 80,0% (12/15) identificadas sorologicamente
como S. Minnesota e 20,0% (3/15) como S. Infantis.

A homologia nos isolados de um mesmo sorovar foi
comparada pelo coeficiente de similaridade de Dice e os
dendograma estdo ilustrados na Figura 1.

Foram discriminados dois grupos clonais diferentes em
S. Typhimurium, ambos oriundos de animais do mesmo lote.
O primeiro perfil é composto por clones presentes nas fe-
zes dos animais quando estavam na granja e o segundo, no
frigorifico. A similaridade de 88,5% entre os grupos denota
uma alta proximidade genética, podendo ser originados de
um mesmo ponto critico. Dois isolados apresentaram perfil
distinto, porém com similaridade maior que 75% com os
demais (Fig.1A).

S. Agona apresentou um padrao diferenciado: ambos os
grupos clonais apresentaram isolados de dois lotes diferen-
tes e em fezes presentes tanto na granja quanto no frigori-
fico. A homologia de 78,7% também indica baixa variabili-
dade génica entre as estirpes (Fig.1B).
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As altas porcentagens de similaridade encontradas
nas amostras de ra¢do para S. Typhimurium e S. Agona,
92,3% e 100% respectivamente, indicam que possivel-
mente esta foi a fonte primaria que deu origem a infecgao
dos animais na granja (Fig.1A,B). A importancia da ragdo
como veiculo de infecgdo 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).

S. Minnessota apresentou um grupo clonal com 10 estir-
pes, todos oriundos do terceiro lote. Dois isolados revela-
ram perfis distintos dos demais (Fig. 1C). A cepa isolada em
swab de arrasto da pocilga no frigorifico exibiu similarida-
de de 80% com o grupo principal. Portanto, é provavel que
ainfeccdo anterior dos animais deu origem a contaminagio
do ambiente do frigorifico.

A maior similaridade foi observada para S. Infantis,
sendo todos os isolados classificados como clones (Fig.
1D). E possivel que este sorovar tenha sua origem as-
sociada a contaminacdo ambiental ou a uma infec¢ido
dos animais em etapas anteriores a terminag¢ido, como
o desmame e a creche, ja que os isolados do segundo
e terceiro lote pertencem ao mesmo grupo clonal. Esta
analogia entre isolamento em amostra ambiental e nos
animais deve ser analisada levando-se em consideragao
que somente uma amostra foi coletada, podendo ndo
refletir com seguranca a auséncia do microrganismo no
ambiente.

0 baixo isolamento de S. Panama indica que provavel-
mente estd presente no ambiente do frigorifico, porém em
baixos nimeros, de forma que s6 foi recuperada em uma
amostra.

Deve-se considerar a importdncia da contaminacio
cruzada entre os animais. De acordo com Hurd et al.
(2001), a presenca de um suino infectado caracteriza uma
possivel fonte de transmissao para os demais que adqui-
rem o microrganismo durante o transporte ao frigorifico
ou mesmo nas baias de descanso, indicando risco de con-
taminacgao das carcacas e, consequentemente, do produto
final.
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Fig.1. Dendrogramas dos 50 isolados de Salmonella discriminados por sorovar. (1A) Isolados de S. Typhimu-
rium. (1B) S. Agona. (1C) S. Minnesota. (1D) S. Infantis. (1E) S. Panama. (S) suino, (C) coleta, (FG) isolados
de fezes dos animais na granja, (FF) isolados de fezes dos animais no frigorifico.

CONCLUSOES

A analise filogenética denotou a influéncia de diferentes

fatores, como a contaminacdo cruzada entre os suinos e o
ambiente e a racdo contaminada, na existéncia e perma-
néncia de Salmonella spp. nos animais.
A diversidade de espécies e as diferentes fontes de infeccdo
identificadas no presente estudo refor¢cam a importancia
de um monitoramento rigoroso que permita a promog¢ao
de controles adequados de Salmonella spp. no processo
produtivo de suinos.
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