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CAPITULO 1: INTRODUCAO

A presenca de Salmonella sp. na producdo de suinos ¢ importante por duas
razdes: a doenga clinica causada pelos sorovares adaptados ao suino que provocam
septicemia e/ou enterocolite; e a presenga de sorovares que nao causam doenga nos
animais, mas que sdo fontes de contaminacdo da carcaca nos frigorificos e podem
infectar humanos. A Salmonella ¢ mundialmente reconhecida como uma das principais
causadoras de doencas transmitidas por alimentos (DTA), sua presenga em carcagas €
derivados de suinos representa risco a saude publica, além de gerar barreiras a
comercializagdo da produgdo. O risco de desenvolver uma salmonelose pelo consumo
de alimento contaminado ¢ influenciado por diversos fatores: a presenca qualitativa e
quantitativa de Salmonella, a composicdo do alimento, manipulagdo e praticas no
preparo do alimento e suscetibilidade do consumidor.

Com o objetivo de reduzir as DTA pelo consumo de produtos de origem suina
contaminados, programas de controle de Salmonella tém sido desenvolvidos e
implementados na cadeia produtiva de suinos em varios paises. A execucao dos mesmos
exige metodologias rapidas, econdmicas e eficientes para medir a intensidade da
infec¢do dos rebanhos no abate como também a contaminag¢do do produto final. Estas
metodologias devem atender a necessidade da agroindustria, sendo eficientes na
identificagdo e categorizagdo das granjas de acordo com o nivel da infecgdo por
Salmonella, adaptando a estratégia de controle ao tipo de granja.

A prevaléncia de Salmonella pode ser medida por testes bacteriologicos e
soroldgicos, e pode ser avaliada em grupos de animais de diferentes idades.

O isolamento bacterioldgico € especifico, ou seja, o organismo de interesse €
identificado. Entretanto, a intermiténcia da eliminacdo de Salmonella nas fezes, custos
elevados e periodos longos de andlise sdo fatores que comprometem a utilizagdo do
isolamento como técnica de rotina para o monitoramento em granjas suinas.

Em funcdo disso, o teste soroldgico de ELISA tem sido eleito para a
caracterizagdo/classificagdo dos lotes de suinos quanto a infec¢do por Salmonella.
Como uma alternativa para o soro, o fluido recuperado (suco de carne) do congelamento
de fragmentos de musculo (diafragma, sobrepaleta ou outros) pode ser utilizado para a

detec¢@o de anticorpos contra Salmonella por ELISA-LPS, como também em outras
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doengas como: Aujeszky, Trichinella, Actinobacillus pleuropneumoniae, Sindrome
Reprodutiva e Respiratdria Suina, Yersinia e Sarcoptes scabiei.

O Brasil ainda ndo possui um programa oficial de controle de Salmonella em
suinos, embora as empresas, por exigéncia de compradores, estejam preocupadas e
implementando programas internos de controle de qualidade. Disponibilizar produtos
livres de patdégenos ou com baixos niveis de contaminacao tornou-se uma necessidade
para entrar no mercado, uma vez que existe a demanda por produtos suinos seguros.
Desta forma, agroindustrias que garantam ao mercado um alimento seguro (com nivel
reduzido ou ndo detectavel de Salmonella) tém vantagens na comercializagdo. Além
disso, a demanda de exportagdo para produtos suinos que tem baixo ou nenhum nivel de
patogenos tende a crescer.

Cientes do impacto econdmico e relativo a satide publica que a contaminacdo
por Salmonella de produtos representa, surgiu parceria de pesquisa entre o Setor de
Medicina Veterinaria Preventiva da UFRGS e a EMBRAPA - Suinos e Aves para o
desenvolvimento de ferramentas e de estudos epidemiologicos que caracterizassem o
problema, as fontes de contaminacdo e a dinamica de infec¢do em rebanhos da regido
sul do pais. Dentro da linha de pesquisa, o objetivo desse estudo foi avaliar o suco de
carne suina como substituto ao soro como material para deteccdo de anticorpos contra

Salmonella por meio de ELISA-LPS desenvolvido no Brasil.
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CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. A infeccdo por Salmonella nos suinos

No que diz respeito a doenga nos animais, segundo Griffith, Schwartz,
Meyerholz (2006) a septicemia é usualmente causada pela Salmonella Choleraesuis e
acomete principalmente leitdes com menos de cinco meses de idade, embora possa ser
observada em suinos adultos e leitdes na maternidade, ocasionalmente. As primeiras
evidéncias da doenca sdo a relutancia dos animais em se movimentar ¢ cianose das
extremidades e abdomen. Os animais apresentam inapeténcia, letargia, temperaturas de
40,5°C a 41,6°C, dispnéia e, dependendo da gravidade da doenga, pode ocorrer
mortalidade. Podem ainda apresentar hemorragia, broncopneumonia e ictericia. A
diarréia ocorre normalmente no terceiro ou quarto dia apos a infecgdo. A ocorréncia da
salmonelose clinica difere entre as regides (van der HEIJDEN, 2001), pelos relatos de
literatura S. Choleraesuis ¢ mais importante em paises como EUA segundo Foley,
Lynne, Nayak (2008) e Taiwan (JEAN, WANG, HSUEH 2006) do que na Dinamarca
(DAHL et al., 1997; CHRISTENSEN et al., 1999) e Suécia (ELD et al., 1991).

S. Typhimurium ¢ o sorovar mais encontrado nos casos de enterocolite.
Dissemina-se rapidamente entre os suinos, mas a mortalidade ¢ baixa, afetando
principalmente animais em torno dos quatro meses de idade.

Conforme van der Gaag et al., (2004) durante a vida produtiva, o suino pode
passar por diferentes estados relacionados a infec¢do por Salmonella: susceptivel,
infectado, excretor e portador. Estes estados relacionam-se com diferentes respostas
sorolégicas como segue:

*livre de Salmonella e sorologicamente negativo: aqueles que ndo tiveram
contato com a bactéria;

*livre de Salmonella e sorologicamente positivo: aqueles que debelaram a
infec¢do, mas ainda t€m anticorpos;

*infectado e ou excretor com sorologia negativa: sdo aqueles recentemente

infectados antes da soroconversao;
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*infectado e ou excretor com sorologia positiva; infectado com sorologia
positiva nao excretor, conhecido como portador latente susceptivel a reativacdo da
excrecgao.

Fatores de estresse, tais como: mistura de lotes, transporte, baia de espera e abate
podem promover a excre¢do de Salmonella, bem como, levar a ativa¢do ou reativagdo
da infecgdo nestes animais (BERENDS et al., 1996; 1o fo WONG et al., 2002).

As fontes de infecgdo de Salmonella para os suinos sdo numerosas, isso pode ser
justificado pela diversidade e ecologia do género Salmonella. Em geral, as fontes de
salmonelas adaptadas ao suino estdo relacionadas aos proprios suinos que excretam a
bactéria nas fezes contaminando o ambiente e possibilitando a via fecal-oral de
infeccdo. A S. Choleraesuis ¢ isolada com maior freqiiéncia de suinos doentes e
raramente de outras fontes. Sorovares, além do Choleraesuis, estdo amplamente
distribuidos nos sistemas de produ¢@o de suinos como: ambiente da granja, alimentos e
vetores, uma vez que sobrevivem bem fora do hospedeiro (GRIFFITH, SCHWARTZ,
MEYERHOLZ 2006).

A via fecal-oral ¢ considerada o0 modo mais importante de transmissdo de
Salmonella em animais domésticos, no entanto a transmissdo aerégena em curtas
distancias foi confirmada na espécie suina por Oliveira et al. (2007). Em condigdes
experimentais, a Salmonella sp. infectou suinos expostos ao ambiente contaminado por
um periodo de 3 horas (FEDORKA-CRAY et al., 1995) e, em apenas 2 horas no estudo
de Hurd et al. (2001).

Apds a ingestdo a Salmonella sp. invade as células epiteliais do intestino delgado
(células M e enterdcitos), regido denominada por tecido linféide associado (GALT —
gut-associated lymphoid tissue) que inclui as Placas de Peyer e os linfonodos
mesentéricos responsaveis pela defesa imune especifica adquirida contra patdégenos
bacterianos (MOWAT 2003). Nessa invasdo a Salmonella sp. induz a sintese de novas
proteinas que provavelmente aumentam o seu tempo de sobrevivéncia intracelular nos
macrofagos e neutrofilos da lamina propria (GRIFFITH, SCHWARTZ, MEYERHOLZ
2006).

A Salmonella sp. induz a ativagdo de mediadores inflamatorios que resultam na
secrecdo de IL-8 e outras proteinas que atuam como quimiocinas estimulando a
migracdo dos neutrofilos para o limen intestinal onde ocorre uma massiva resposta
inflamatoria local (GRIFFITH, SCHWARTZ, MEYERHOLZ 2006). A libera¢ao de

proteases e outras mediadoras das células inflamatorias resulta em necrose da mucosa,
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levando a diarréia e excre¢do da bactéria no ambiente (SANTOS et al., 2003). Em
seguida, as bactérias migram para o sistema reticulo-endotelial pelas vias linfatica e
sanguinea e voltam a ser excretadas quando o animal for submetido a fatores
estressantes (EKPERIGIN, NAGAJARA, 1998; OHL, MILLER 2001).

Tanto a resposta humoral como a imunidade celular sdo importantes para a
resisténcia do organismo contra Salmonella sp. Os anticorpos contra Salmonella sp.
estdo presentes no soro de animais expostos a ela no ambiente ou pela transferéncia dos
anticorpos maternais (CLARKE, GYLES, 1993).

A secrecdo de IgA pode ser encontrada no intestino de animais que se
recuperaram da doenca ou que foram vacinados oralmente com vacina atenuada. Estes
anticorpos no intestino constituem a primeira linha de defesa especifica, eles inferem na
aderéncia e invasdo das células epiteliais intestinais pela bactéria (CLARKE, GYLES,
1993). O trato gastrintestinal dos suinos (TGI) conta também com mecanismos de
resposta imune inata como a acidez estomacal, peptideos antimicrobianos, o0 muco que
recobre as microvilosidades do epitélio, a acdo peristaltica do intestino e a exclusdo
competitiva decorrente da relacdo entre as bactérias da microbiota intestinal (TUCKER,
PICKARD, 2004). Entretanto, a maior forma de protegdo ¢ representada pelas respostas
imunes celular e humoral (KRAEHENBUHI, NEUTRA, 1992).

2. Controle da contaminacéo por Salmonella em suinos

Entre os programas de controle de Salmonella, o da Dinamarca foi intensamente
discutido e serviu como base para elaboracdo e adaptagdo em outros paises. A
preocupagdo com salmonelose na suinocultura dinamarquesa veio a tona a partir de
1993, ap6s um surto envolvendo 550 pessoas associado ao consumo de carne suina.
Desde entdo, o governo iniciou a implantacio do Programa de Monitoramento e
Controle de Salmonella da Dinamarca, o qual abrange todas as fases da cadeia de
producdo e tem sido aplicado nacionalmente desde 1995 (MOUSING et al., 1997,
NIELSEN, WEGENER 1997). O elemento chave deste programa ¢ a identificacao
rapida e correta dos lotes com alta soroprevaléncia (ALBAN, STEGE, DAHL 2002).

Apds cinco anos de implantagdo, o programa foi avaliado incluindo informagdes
sobre o status sorologico e bacterioloégico de 1902 lotes de suinos abatidos. Durante

esse periodo foi construido um banco de dados, Database Salmonella Danish, ¢ sua
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analise gerou informacdes para melhoria e adequacdo do programa. O sistema de
classificagdo redefinido foi introduzido em agosto de 2001, com o limite entre os Niveis
1 e 2 estabelecido como >40% de sororeagentes e entre Niveis 2 e 3 >70% de
sororeagentes em teste de ELISA adotado como base do programa (ALBAN, STEGE,
DAHL 2002).

Nos frigorificos, as informacdes sobre a soroprevaléncia do lote podem ser
consideradas na organizacdo da logistica do abate. Lotes com altas prevaléncias, que
representam maior risco deveriam ser abatidos no final do abate ou em dias especificos,
para evitar a contaminacdo dos lotes de menor risco (lo fo WONG et al., 2002). Lotes
de suinos do nivel 3, segundo Nielsen et al., (2001) devem ser abatidos sob condigdes
especiais de higiene sanitdria e as carcagas também deverdo ser submetidas ao
tratamento térmico ou outro. O abate de lotes com baixa prevaléncia de Salmonella,
separadamente de rebanhos infectados, pode ser util para reduzir a contaminacido de
carcacas. Isto foi demonstrado por estudos em que suinos de rebanhos livres de
Salmonella apresentaram niveis de contamina¢do pds-abate menores que aqueles
oriundos de rebanhos infectados (SWANENBURG et al., 2001).

Nos frigorificos, os pontos criticos de contaminagdo podem ser identificados e
monitorados como parte do Programa de APPCC (Analise de Perigos e Pontos Criticos
de Controle) (o fo WONG et al., 2002). O chamuscamento contribui para o controle de
contaminac¢do superficial de carcagas, enquanto que a etapa subseqiiente de evisceragao
pode determinar a recontaminagdo da mesma. Assim, o conhecimento do impacto
desses e outros pontos na linha de processamento, possibilita que se identifiquem
aqueles que mais contribuem para a contaminagdo do produto final (BERENDS et al.,

1996, BOTTELDOORN et al., 2004).

3. Ferramentas de diagnoéstico de Salmonella em lotes de suinos

A prevaléncia de Salmonella pode ser medida por testes bacteriologicos e
sorologicos (van der GAAG et al., 2004), e pode ser avaliada em grupos de animais de
diferentes idades (STEGE et al., 2000). Para identificar rebanhos positivos, segundo
Ehlers (2002), a maneira adequada é a pesquisa de Salmonella em pool de fezes de
suinos. As amostras de fezes agrupadas em pool apresentam uma maior sensibilidade na

avaliacdo do lote, além de representar um niimero maior de animais o que reduz custo e
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mao-de-obra (DAVIES et al., 2003). O isolamento bacterioldgico ¢é especifico, ou seja,
o organismo de interesse ¢ identificado (FUNK, DAVIES, NICHOLS 2000), e constitui
uma ferramenta valiosa e, até o momento, insubstituivel, considerada a importincia das
informagdes epidemioldgicas baseadas em caracteristicas fenotipicas e genotipicas da
bactéria. Entretanto, a intermiténcia da eliminagdo de Salmonella nas fezes, custos
elevados e periodos longos de anélise sdo os fatores que comprometem a utilizagao do
isolamento como técnica de rotina para o monitoramento em granjas suinas.

Diferencas podem ser causadas, ainda, pelo local da amostragem (granja ou
frigorifico), delineamento de amostragem (volume e numero de coletas), e
procedimentos de diagnostico (pools e método de cultivo) (van der WOLF et al., 2001).
Segundo Hurd et al., (2004), as amostras coletadas no frigorifico podem levar a uma
prevaléncia superestimada devido as infecgdes que ocorrem durante o transporte e nas
baias de espera do frigorifico. Por outro lado, a prevaléncia determinada com amostras
coletadas na granja pode ser subestimada devido a excrecdo intermitente de Salmonella.
Ocorre, ainda, que a presenca de bactérias interferentes nas amostras, pode mascarar a
presenca de Salmonella, reduzindo a sensibilidade da técnica (FIERENS,
HUYGHEBAERT 1996).

Em estudo desenvolvido por Funk, Davies, Nichols (2000) foi demonstrado o
efeito da quantidade de fezes na sensibilidade da detecgdo de Salmonella de suinos
infectados naturalmente. A sensibilidade aumentou de 9% em suabes retais para 78%
em 25 gramas de fezes. Apesar do efeito da quantidade de amostra na sensibilidade do
isolamento bacteriologico, a salmonela nao se distribui de forma homogénea nas fezes
(ou outros materiais), principalmente se oriundas de suinos com excrecao intermitente,
o que possibilita a ocorréncia de falsos negativos no isolamento bacteriologico. E
importante que seja escolhida uma técnica sensivel, uma vez que a excrecdo ¢
intermitente € com baixo numero de bactérias, principalmente por aqueles suinos
classificados como portadores (KORSAK et al., 2006).

Para a obtencdo de melhores resultados de isolamento bacterioldgico ¢
recomendada uma metodologia que consiste de trés estagios: pré-enriquecimento,
enriquecimento seletivo e isolamento seletivo. O pré-enriquecimento tem o objetivo de
aumentar a populagdo e recuperar as células lesadas. O enriquecimento seletivo visa
inibir a microbiota acompanhante e promover a elevacio preferencial da populagdo de
Salmonella enquanto o isolamento seletivo tem por objetivo promover o

desenvolvimento diferencial de colonias de Salmonella para posterior confirmagio
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bioquimica e sorologica (VARNAM, EVANS 1991; MICHAEL, CARDOSO, COSTA
2003). Algumas possibilidades para aumentar a sensibilidade do isolamento
bacteriologico incluem a utilizacdo de multiplos caldos de enriquecimento (com tempo
e temperaturas de enriquecimento) e meios solidos seletivos indicadores, recuperagdo de
multiplos isolados por suino ou aumento da amostragem de animais por lote (FUNK,
DAVIES, NICHOLS 2000).

Embora o isolamento de Salmonella seja definitivo para o diagnostico, o seu
processamento ¢ caro e demorado para avaliacdes massivas. Em fungdo disso, testes
sorologicos como o ELISA tém sido eleitos para a caracterizagao/classificacdao dos lotes
de suinos quanto a infec¢ao por Salmonella. O ELISA utiliza as propriedades de duas
moléculas bioldgicas, o anticorpo e o antigeno. O seu principio basico ¢ a imobiliza¢do
de um dos reagentes em uma fase sélida, enquanto o outro reagente pode ser ligado a
uma enzima. Esta ¢ catalisadora de reagdes quimicas e pode ser detectada pela adi¢do de
um substrato. E necesséario determinar o limiar de reatividade ou cut-off, valores acima
dele sdo considerado positivos para o teste (FERREIRA, AVILA 2001).

Por suas caracteristicas, o ELISA se destaca como ferramenta para a
implementagdo dos programas de controle de Salmonella, sendo ser mais rapido e
barato, passivel de automatizacao, se comparado ao isolamento bacteriano. No mercado
mundial existem dois kits comerciais para o diagnostico soroldgico da infeccdo por
Salmonella com indicagdo para soro, plasma e suco de carne. O europeu
SALMOTYPE® Pig Screen ELISA baseado no mix-ELISA da Dinamarca
desenvolvido por Nielsen et al. (1995) que utiliza antigenos lipopolissacarideos (LPS)
de parede celular dos sorovares Choleraesuis (O: 6,7) e Typhimurium (O: 1, 4, 5, 12)
(sorogrupos C; e B, respectivamente) e o norte-americano IDEXX HerdChek* Swine
Salmonella que detecta anticorpos contra os sorogrupos B, C; e D isolados na Europa,
Asia e América. Para Proux et al. (2000) cada pais tem a necessidade de desenvolver
um ELISA que contemple os sorovares prevalentes na sua regido de interesse.

No Brasil, em 1999, foi proposto por Vidal et al. um ELISA contendo antigenos
lipopolissacarideos (LPS) dos sorovares Anatum, Choleraesuis e¢ Thyphimurium
(sorogrupos E;, C; e B, respectivamente), pela abrangéncia antigénica. Posteriormente,
estudos realizados no Rio Grande do Sul demonstraram que os sorovares mais comuns
eram Typhimurium, Bredeney e Panama (BESSA, COSTA, CARDOSO 2004;
CASTAGNA et al. 2004, BANDEIRA 2003). Como esses sorotipos possuem pelo
menos dois antigenos LPS comuns ao Typhimurium (O: 1, 4, 5 e 12), Kich et al. (2007)
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desenvolveram um teste de ELISA baseado em antigeno LPS a partir de extracao
fendlica da Salmonella Typhimurium (sorogrupo B), para medir a prevaléncia
sorologica de rebanhos no sul do Brasil.

A principal desvantagem do teste sorologico aplicado ao individuo ¢ que o
mesmo nao corresponde exatamente ao estado de portador/excretor da bactéria, uma vez
que ¢ necessario um periodo para soroconversao € alguns animais podem nao
soroconverter. Nielsen et al. (1995) demonstraram que a soroconversdo iniciou no
sétimo dia apds inoculagdo (dpi). No 22° dpi, 86% dos suinos eram sorologicamente
positivos enquanto 3% dos animais ndo soroconverteram. Em outro trabalho, os animais
passaram a apresentar sorologia positiva 14 dpi, mas nao reagiram homogeneamente
frente a dois testes de ELISA (van WINSEN et al., 2001). No trabalho realizado por
Kich et al. (2007) os suinos inoculados soroconverteram 7 dpi ¢ os sentinelas 21 dpi.
Por outro lado, diferente da excregdo intermitente de Salmonella nas fezes, os niveis de
anticorpos no soro ndo flutuam diariamente (GALLAND et al., 2000), de forma que
essa resposta prolongada auxilia na detecgdo dos animais portadores de Salmonella pelo
teste de ELISA (NIELSEN et al., 1995).

Existe a possibilidade de encontrar suinos soronegativos, que sdo positivos no
isolamento bacteriologico, e outros negativos no isolamento e que sdo soropositivos
(FARZAN, FRIENDSHIP, DEWEY 2007). Tanto o isolamento bacteriolégico como a
deteccao de anticorpos através de ELISA ndo representa um diagnostico “perfeito” para
Salmonella, ¢ a interpretagao dos resultados tem demonstrado as vantagens ¢ limitagdes
de ambos. A selecao do teste de diagnostico nao depende apenas das suas caracteristicas
(especificidade e sensibilidade), mas também do propdsito de sua aplicacdo (triagem de
populacdes, avaliagdo da eficacia de intervengdes, identificagdo de agente de surtos,
monitoramento de processos de controle, entre outros). A definicdo do objetivo do
diagnostico de Salmonella deve ser estabelecido antes do inicio de qualquer
investigacdo (FUNK, HARRIS, DAVIES 2005).

O uso de ELISA para estabelecer a soroprevaléncia de Salmonella em granjas de
suinos apresenta varias vantagens. Estas incluem desde a facil comparagdo entre estudos
e paises, maior sensibilidade e auséncia de risco de contaminagdo cruzada dos suinos no
transporte, baia de espera ou linha de abate, isso quando amostrado para o isolamento
bacterioldgico em frigorifico (van der WOLF et al., 2001).

Embora a relagdo entre bacteriologia e sorologia ndo seja perfeita, ou seja, que

todo animal com sorologia positiva esteja excretando Salmonella nas fezes pelas
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caracteristicas da relacdo agente-hospedeiro, ja mencionadas anteriormente, a escolha
de um teste soroldgico deve ser baseada na relagdo entre a soroprevaléncia e o risco de
contamina¢do bacteriana na linha de abate. Em estudo realizado no sul do Brasil, por
Kich et al. (2007) em 75 lotes terminados, foi possivel estimar que a cada 25% a mais
de soroprevaléncia o lote tem 1,5 vezes mais chance de ter o isolamento bacteriologico
positivo.

Como uma alternativa para o soro, o fluido recuperado (suco de carne) do
congelamento de fragmentos de musculo (diafragma, sobrepaleta ou outros) pode ser
utilizado para a detecgdo de anticorpos contra Salmonella por ELISA-LPS. Como este
suco de carne ¢ uma mistura de soro, linfa e liquidos intracelulares, ja constituindo uma
diluigdo fisiologica do soro, as amostras devem ser diluidas até 1:30, comparado com a
diluigdo do soro de 1:400 (NIELSEN et al., 1998). A coleta do suco de carne ¢ menos
trabalhosa que a coleta de sangue na granja. Outra vantagem ¢ que a coleta das amostras
pode ser realizada apos a identificagdo das carcagas no frigorifico (KICH et al., 2004a).
Uma desvantagem ¢ que grandes variagdes no volume do liquido por grama do tecido
podem ser observadas, influenciadas por restos de sangue no fragmento, nivel de
estresse pré-abate dos animais, efeitos do glicogénio no musculo, pH post morten,
periodo de congelamento e descongelamento das amostras (NIELSEN et al., 1998).

Em trabalho desenvolvido por Nielsen et al., (1998) comparando os resultados
do ELISA com suco de carne aos obtidos do soro, a sensibilidade foi 80-89% e a
especificidade 91-100%, dependendo do valor de corte utilizado. Enquanto que para

Kich et al., (2004a) foram de 88,12% e 70,43%, respectivamente.
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Resumo

Programas de controle de Salmonella sp. t€m sido desenvolvidos e implementados na
cadeia produtiva de suinos em vdarios paises. Estes exigem metodologias rapidas,
eficientes e de baixo custo para classificar os rebanhos quanto ao risco de introduzir o
patoégeno na linha de abate e contaminar o produto final. Neste sentido, foi avaliado o
suco de carne suino como substituto ao soro na deteccdo de anticorpos contra
Salmonella por meio de ELISA-LPS desenvolvido no Brasil. Foram comparados os
resultados do teste de ELISA obtidos de 671 suinos ao abate, paralelamente, foi
avaliado o estado de portador destes animais pelo isolamento de Salmonella sp. a partir
de linfonodos mesentéricos. Os resultados bacterioldgicos e sorologicos demonstraram
uma amplificagdo esperada da infeccdo no periodo de crescimento e terminagao.
Quando comparados os resultados dos dois tipos de musculos (diafragma e sobrepaleta)
a correlagao foi R=0,859 e o indice Kappa foi 0,689, sendo essa considerada uma boa
concordancia. O coeficiente de correlagao entre os resultados do soro e do suco de carne
observados foi baixo, R=0,42 para diafragma e R=0,33 para sobrepaleta, ¢ a
concordancia foi fraca, com indice Kappa 0,28 e 0,22, respectivamente. Os melhores
indices Kappa observados foram 0,377 para diafragma e 0,363 para sobrepaleta que
correspondem aos novos pontos de corte OD=0,100 ¢ OD=0,090, respectivamente. Na
avaliacdo do teste, observou-se que este se tornou mais sensivel e menos especifico em
relagdo ao ponto de corte experimental OD=0,169, a concordancia melhorou (0,280 e
0,228), porém ainda permaneceu em nivel de concordancia fraca. A partir disso, a
substitui¢do do soro pelo suco de carne como material para deteccdo de anticorpos
contra Salmonella usando o teste de ELISA-LPS desenvolvido no Brasil ndo pode ser

indicada.

Palavras Chave: Salmonella em suinos, ELISA-LPS, suco de carne.
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Abstract

Salmonella control programs have been implemented in the pig industry by several
countries. These programs require rapid, efficient and low cost methods in order to
classify herds according to the risk of slaughter line and carcass contamination. In this
sense, ELISA-LPS tests to detect antibodies against Salmonella sp. in serum or meat-
juice samples are valuable tools for the herd monitoring. In this study, the meat-juice
was evaluated as a substitute of serum in the ELISA-LPS test developed in Brazil, by
comparing the results obtained with both kinds of sample collected from 671 slaughter
pigs. In parallel, the carrier status at slaughter was evaluated by the isolation of
Salmonella sp. from mesenteric lymph nodes. The expected amplification of the
infection during the finish period was confirmed by seroconversion and Salmonella
isolation. The comparison of results obtained with both types of muscles tested
(diaphragm muscle and pork shoulder) demonstrated a correlation R = 0.859 and Kappa
=0.689, considered a good agreement. The correlation coefficient between the results of
serum and the meat-juice tests was low, R = 0.42 for diaphragm muscle and R = 0.33
for pork shoulder. Similarly, the agreement was weak, with Kappa = 0.28 and 0.22,
respectively. Adjusting the ELISA cut-off to obtain a better agreement between tests,
improved Kappa indexes of 0.377 for diaphragm muscle and 0.363 for the pork
shoulder, in OD = 0.100 and OD = 0.090, respectively, were achieved. The adoption of
those new cutt-offs resulted in a better sensitivity, but in a lower specificity of the meat-
juice tests. The correlation between serum and meat-juice tests was also improved, but
the agreement between tests remained still at low level. Therefore, the adoption of meat-
juice as samples for antibodies detection against Salmonella using the ELISA-LPS test

developed in Brazil can not be indicated.

Keywords: Salmonella in swine, ELISA-LPS, meat-juice.
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1. Introducéo

A Salmonella é mundialmente reconhecida como uma das principais causadoras
de doencas transmitidas por alimentos (DTA), sua presenca em carcagas ¢ derivados de
suinos representa risco a saude publica, além de gerar barreiras a comercializagdo da
produgdo. Com o objetivo de reduzir as DTA pelo consumo de produtos de origem
suina contaminados, programas de controle de Salmonella tém sido desenvolvidos e
implementados na cadeia produtiva de suinos em varios paises. A execucao dos mesmos
exige metodologias para classificar os rebanhos quanto ao risco de introduzir o
patdgeno na linha de abate e contaminar o produto final. Estas metodologias devem
atender a necessidade da agroindustria, em eficiéncia e economia, ¢ gerar informagdes
para orientar programas de controle de Salmonella.

A prevaléncia de Salmonella pode ser medida por testes bacteriologicos e
soroldgicos, e pode ser avaliada em grupos de animais de diferentes idades. O
isolamento bacterioldgico € especifico, ou seja, o organismo de interesse ¢ identificado.
Entretanto, a intermiténcia da elimina¢do de Salmonella nas fezes, custo elevado e
periodos longos de analise sdo os fatores que comprometem a utilizacdo do isolamento
como técnica de rotina para o monitoramento em granjas. Em fun¢do disso, testes
sorologicos (ELISA) estdo sendo eleitos para a caracterizag@o e classificagdo dos lotes
de suinos quanto a infec¢do por Salmonella no rebanho. Pela abrangéncia destes
programas, a quantidade de animais amostrados, a coleta e processamento do sangue, 0s
mesmos tornam-se muito dispendiosos. Por isso, Nielsen et al (1998) sugeriram a
utilizagdo do suco de carne como uma alternativa para o soro na detec¢do de anticorpos
contra Salmonella por ELISA-LPS. O suco de carne ¢é constituido pelo fluido
recuperado do congelamento e descongelamento de fragmentos de musculo como
diafragma, sobrepaleta entre outros (Nielsen et al., 1998; Mousing et al., 1997; Feld et
al., 2005).

Na Dinamarca, onde o programa de controle iniciou em 1995, o Mix-ELISA
desenvolvido por Nielsen et al. (1995) utilizava antigenos lipopolissacarideos (LPS) da
parede celular dos sorovares Choleraesuis (O: 6,7) pela sua importancia clinica e
similaridade antigénica com S. Infantis causadora de surtos naquele pais, e

Typhimurium (O: 1, 4, 5, 12) por ser muito difundido entre os rebanhos de suinos na
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maioria dos paises. Proux et al. (2000) propdem que cada pais desenvolva um ELISA
que contemple os sorovares prevalentes na regido de interesse. Nesse sentido, o ELISA-
LPS desenvolvido na Franga inclui os sorovares Typhimurium, Anatum, Hadar, Infantis
e Enteritidis.

No Brasil, em 1999, foi proposto por Vidal et al. um ELISA contendo antigenos
lipopolissacarideos (LPS) dos sorovares Anatum, Choleraesuis e Typhimurium
(sorogrupos E;, C; e B, respectivamente), pela abrangéncia antigénica. Posteriormente,
estudos realizados no Rio Grande do Sul demonstraram que os sorovares mais comuns
eram Typhimurium, Agona, Derby, Bredeney e Panama (sorogrupos B e D), (Bessa et
al., 2004; Castagna et al. 2004). Como esses sorotipos possuem pelo menos dois
antigenos LPS comuns ao Typhimurium (O: 1, 4, 5 e 12), Kich et al. (2007)
desenvolveram um teste de ELISA baseado em antigeno LPS a partir de extragdo
fenolica da Salmonella Typhimurium (sorogrupo B) para medir a prevaléncia sorologica
em rebanhos no sul do Brasil.

Seguindo essa linha de pesquisa, o objetivo foi avaliar o suco de carne suina
como substituto ao soro como material para detecgdo de anticorpos contra Salmonella

por meio de ELISA-LPS desenvolvido no Brasil.

2. Material e Métodos

Para testar a hipdtese da substituicdo do soro pelo suco de carne foram
comparados os resultados do teste de ELISA obtidos de 671 suinos ao abate.
Paralelamente, foi avaliado o estado de portador destes animais pelo isolamento de
Salmonella sp. a partir de linfonodos mesentéricos. A infecgdo natural por Salmonella
sp. foi demonstrada no alojamento do lote, por testes bacterioldgicos e sorologicos

realizados em todos os animais.

2.1. Coleta de material

Avaliaram-se os suinos nas fases de crescimento e terminacao criados em cinco
lotes consecutivos em sistema de cama sobreposta. Foram coletadas amostras de sangue
e suabe retal no alojamento dos lotes, sangue no pré-abate e linfonodos mesentéricos e

fragmentos de musculo (diafragma e sobrepaleta) na linha de abate. Os suabes retais e
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linfonodos mesentéricos foram submetidos a protocolo de isolamento de Salmonella sp.
e 0s soros e sucos de carne a pesquisa de anticorpos pelo teste de ELISA-LPS.

O suco de carne foi obtido por congelamento e descongelamento de fragmento
de aproximadamente de 10 gramas de musculo (diafragma e sobrepaleta), armazenado
em saco plastico (5 x 5 cm) a — 20°C. Apds a extragdo, o suco de carne foi
acondicionado em microtubos plésticos e mantido a — 20°C até o momento da realiza¢ao

do teste.

2.2. Isolamento de Salmonella

A pesquisa bacteriologica de Salmonella foi realizada em 1392 amostras,
compostas por 702 suabes retais e 690 linfonodos mesentéricos. Para tanto, foi seguido
o protocolo descrito por Michael et al. (2003), que consiste de etapas de pré-
enriquecimento da amostra em Agua Peptonada Tamponada (1:10), enriquecimento
seletivo em Caldo Tetrationato de Miiller Kauffmann e em Caldo Rappaport-
Vassiliadis, e isolamento em Agar Verde Brilhante-Lactose-Sacarose (BPLS) e Agar
Xilose Lisina-Tergitol 4 (XLT4). Os isolados foram confirmados por caracterizagao
bioquimica e enviadas para a sorotipificagdo, na Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de

Janeiro/RJ.

2.3. Técnica de ELISA (LPS)

Foram submetidas ao teste soroldgico 2655 amostras, compostas por soros
coletados no alojamento (n=671) e no pré-abate (n= 671), suco de diafragma (n=667) e
suco do musculo da sobrepaleta (n= 646). Foi utilizado o teste de ELISA constituido de
antigenos lipopolissacarideos (LPS) purificados de Salmonella Typhimurium (antigenos
O: 1, 4, 5 e 12) desenvolvido pela EMBRAPA Suinos ¢ Aves (Kich et al., 2004a; Kich
etal., 2007).

2.4. Andlise estatistica

Inicialmente foi realizada uma anélise exploratéria da distribuicdo dos dados,
calculado o coeficiente linear de correlagao de Pearson (r) entre as amostras de suco de
carne (diafragma e sobrepaleta) e soro. Utilizando diferentes pontos de corte, foram
calculados a sensibilidade (a/atc — positivos verdadeiros/total de positivos),
especificidade (d/b+d — negativos verdadeiros/total de negativos), coeficiente global

(atd/total da amostra — positivos verdadeiros + negativos verdadeiros/total da amostra)
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e indice Kappa entre os resultados sorologicos de suco de carne e soro. O efeito das
seguintes caracteristicas do suco: coloragcdo, quantidade e tipo de musculo sobre a
concordancia entre soro e suco de carne foi testado por regressdo logistica. Para tanto,
os resultados foram categorizados em positivos e negativos usando para o soro o ponto
de corte experimental (0,169) proposto por Kich et al. (2007) e para o suco de
diafragma e sobrepaleta, os pontos de corte correspondentes ao melhor indice Kappa
observado na andlise anterior. A andlise estatistica foi realizada com os procedimentos

do programa SAS e R.

3. Resultados

No alojamento 9,3% (65/702) dos suinos estavam excretando Salmonella sp.,
enquanto que ao abate a prevaléncia encontrada a partir da anélise dos linfonodos
mesentéricos foi de 14,3% (99/690). A sorologia demonstrou que ocorreu
soroconversao no periodo de crescimento e terminagdo, pois no alojamento a
soroprevaléncia foi de 15,4% (103/671) enquanto que ao abate 41,7% (280/671) dos
suinos eram positivos no teste de ELISA-LPS (Figura 1).
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Figura 1 - Isolamento de Salmonella sp. e soroprevaléncia em suinos amostrados no
alojamento na terminagdo e ao abate.

No alojamento 98,5% (64/65) dos suinos positivos apresentaram isolamento

apenas do sorovar Typhimurium e 1,5% (1/65) tinham a presenca concomitante de S.
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Typhimurium e S. Senftenberg. Ao abate, nos 94 animais positivos, além do sorovar
Typhimurium (61,7%) foram encontrados os sorovares Panama (26,6%), Cerro (3,2%) e
S. Enterica subsp enterica (2,1%), além de isolamentos concomitantes dos sorovares
Typhimurium/Panama (2,1%) e Typhimurium/S. enterica.

As amostras de musculo coletadas pesaram em média 9,1 gramas para o
diafragma e 10 gramas para a sobrepaleta. De 3,1% (20/646) das amostras do musculo
de sobrepaleta ndo foi possivel extrair suco de carne suficiente para a realiza¢do do
ELISA-LPS. A producdo média de suco do diafragma foi 0,120 g/gramas e sobrepaleta
0,079 g/gramas. A soroprevaléncia encontrada foi 21,4% (143/667) nos testes que
empregaram suco de diafragma e 17,5% (113/646) para aqueles com suco extraido da
sobrepaleta.

Primeiramente os resultados dos dois tipos de sucos testados (diafragma e
sobrepaleta) foram comparados, apresentando um coeficiente de correlagdo R=0,859
(Figura 2). A avaliagdo da concordancia entre os resultados obtidos com os dois tipos de

suco (Anexo 3) resultou em um indice Kappa de 0,689.

Suco diafragma
.

Suco sobrepaleta

Figura 2 - Coeficiente de correlacdo entre os resultados de teste de ELISA-LPS para o
suco do diafragma e suco da sobrepaleta. Coeficiente de Correlagdo: 0,859

Quando comparados os resultados obtidos com o soro e com o suco de carne, o
coeficiente de correlagdo observado foi R=0,42 para diafragma e R=0,33 para a

sobrepaleta conforme demonstrado na Figura 3.
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Figura 3 - Coeficiente de correlagdo entre os resultados de teste de ELISA-LPS para
soro e suco de carne extraido de diafragma (A) e sobrepaleta (B).

A concordancia entre os resultados obtidos com soro e suco de diafragma
resultou em indices Kappa de 0,280, enquanto um indice Kappa de 0,228 foi
encontrado entre soro ¢ o suco da sobrepaleta. Os resultados da especificidade,
sensibilidade e coeficiente global geral do ELISA para suco de carne comparado ao
soro, utilizando o ponto de corte experimental (0,169), estdo demonstrados na Tabela 1.

Os resultados da sensibilidade, especificidade, coeficiente global e indice Kappa
para os resultados do suco de carne dos diferentes musculos em relagdo ao soro em
diferentes pontos de corte do teste foram também comparados. Estes pontos de corte
foram utilizados para uma nova andlise de sensibilidade, especificidade e coeficiente
global do teste, observando-se que houve um aumento da sensibilidade, mas uma perda

de especificidade do teste (Figuras 4 € 5). Os melhores indices Kappa observados foram
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0,377 para diafragma e 0,363 para sobrepaleta, os quais correspondem aos pontos de

corte OD=0,100 e OD=0,090, respectivamente (Anexo 3 e Tabela 1).

Tabela 1 - Sensibilidade, especificidade, coeficiente global e indice Kappa (x 100) para
os resultados do diafragma e da sobrepaleta, utilizando o ponto de corte
experimental (0,169) e os novos pontos de corte estabelecidos.

Diafragma Sobrepaleta
DO* 0,169 DO 0,100 DO 0,169 DO 0,09
Sensibilidade 36,08 58,96 28,77 55,83
Especificidade 90,18 78,23 91,64 79,78
Coeficiente Global 66,46 69,97 64,32 69,33
Kappa 0,280 0,377 0,228 0,363

DO= Densidade 6tica adotada como ponto de corte

—<¢— Especificidade —l— Sensibilidade —a— Coeficiente Geral —J— Kappa ‘

Resultados

0+ T T T T T T T T T T
0,050 0,060 0,070 0,080 0,090 0,100 0,110 0,120 0,130 0,240 0,150 0,169 0,180

Pontos de Corte

Figura 4 - Sensibilidade, especificidade, coeficiente global e indice Kappa (x 100) para
os resultados do suco de diafragma.

—<&— Especificidade —— Sensibilidade —aA— Coeficiente Geral —Jf— Kappa ‘

Resultados
3

0+ T T T T T T T T T T T |
0,050 0,060 0,070 0,080 0,090 0,100 0,110 0,120 0,130 0,140 0,150 0,169 0,180

Pontos de Corte

Figura 5 - Sensibilidade, especificidade, coeficiente global e indice Kappa (x 100) para
os resultados do suco da sobrepaleta.
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O efeito das caracteristicas do suco, como: tipo de musculo, coloracdo e
quantidade de suco, bem como a interacdo entre estas variaveis, sobre o nivel de
concordancia entre suco e soro foi analisado (Tabela 2), observando-se que ndo houve
efeito significativo (p>0,05) para nenhuma variavel estudada. Ou seja, essas varidveis
ndo influenciaram na concordancia dos resultados do teste soroldgico para soro e suco

de carne.

Tabela 2 - Nivel descritivo de probabilidade para o modelo logistico para a
concordancia entre soro e suco de carne.

Causas de Variacdo Nivel descritivo
Tipo de musculo 0,183
Coloragao 0,541
Quantidade de suco 0,654
Tipo de musculo x Coloracdo 0,143
Tipo de musculo x Quantidade de suco 0,314
Coloracao x Quantidade de suco 0,337
4. Discusséo e Conclusao

Considerando todas as andlises realizadas, os resultados bacteriologicos e
soroldgicos demonstraram (Figura 1) uma amplificacdo esperada da infec¢ao por
Salmonella no periodo de crescimento e terminagdo. No alojamento 9,3% dos suinos
apresentaram isolamento positivo, enquanto que ao abate a prevaléncia obtida a partir
dos linfonodos mesentéricos foi de 14,3%. Estes resultados foram confirmados pelos
resultados soroldgicos, onde no alojamento foram encontrados 15,4% de soropositivos e
ao abate 41,7% de soropositivos.

As prevaléncias, tanto de isolamento como soroldgicas ao abate, foram
inferiores as reportadas em estudos anteriores no sul do Brasil (Bessa et al., 2004;
Schwarz et al., 2006) que encontraram indices entre 55 e 77%. Se forem comparados os
dados sorolédgicos, também as soroprevaléncias foram inferiores aos indices anteriores:
88,42% (Schwarz et al., 2007) ¢ entre 60 e 100% (Kich et al., 2007).

Diferengcas podem ser encontradas entre granjas localizadas em diferentes

regides € mesmo entre lotes de uma mesma granja avaliados ao longo do tempo (Funk



30

et al., 2001; Rajic et al., 2005). Da mesma forma, a fase zootécnica de importancia para
a amplificacdo do ntimero de portadores pode variar. Nesse sentido, os resultados
obtidos por Silva et al. (2006); Muller (2005) e Schwarz et al. (2006) indicaram que a
terminacdo ¢ uma fase critica na maioria dos rebanhos do sul do Brasil, enquanto
observa-se que em alguns sistemas integrados os animais sofrem infec¢do ja na fase de
creche (Kich et al., 2004b).

No alojamento 98,5% dos suinos positivos apresentaram isolamento apenas do
sorovar Typhimurium, este sorovar se mantém entre os predominantes na regido Sul do
Brasil em varios estudos anteriores (Bessa et al., 2004, Castagna et al., 2004; Silva et
al., 2006; Kich et al., 2007). Ao abate houve uma variabilidade maior dos sorovares
presentes, aparecendo S. Panama (26,6%) e S. Cerro (3,2%) entre os isolados obtidos.
Este fato pode estar relacionado com infecc¢des recentes ocorridas no pré-abate, uma vez
que a presenca de Salmonella nas baias de espera do frigorifico ja foi amplamente
demonstrada (Swanenburg et al., 2001; Nowak et al., 2007). O tempo de descanso pré-
abate dos suinos avaliados neste trabalho foi em média 6 horas, tempo suficiente para
ocorrer a infeccdo, segundo demonstrado em estudos anteriormente conduzidos. Em
condigdes experimentais, Salmonella sp. infectou suinos expostos ao ambiente
contaminado ap6s um periodo de trés horas (Fedorka-Cray et al., 1995) e, apds apenas
duas horas no estudo de Hurd et al. (2001).

Embora as andlises bacteriologicas discutidas anteriormente tenham sido
realizadas para demonstrar que ocorreu a infec¢ao natural dos lotes, o principal objetivo
deste estudo foi avaliar a possibilidade de substituir o soro pelo suco de carne na analise
sorologica de lotes suinos em idade de abate. Para tanto, inicialmente foi comparado o
suco dos dois musculos. O diafragma ja havia sido indicado em trabalhos anteriores,
principalmente pela facilidade de coleta e pelo seu baixo valor economico em relagdo ao
produto final (Nielsen et al., 1998). Como alternativa avaliou-se a extra¢do de suco a
partir de musculos da regido da sobrepaleta, uma vez que o uso do diafragma foi
questionado por produzir, em algumas amostras, suco de colora¢do escura, que poderia
aumentar o nimero de resultados falso-positivos no teste de ELISA (Feld et al., 2005).

Quando comparados os resultados dos dois tipos de musculos (diafragma e
sobrepaleta) a correlagdo foi R=0,859 e o indice Kappa foi 0,689, sendo esta
considerada uma concordancia forte, porém nao perfeita (Jekel et al., 1999). Embora o
suco seja considerado uma diluicdo fisiologica do soro, o qual apresenta até 10 vezes

mais anticorpos (Nielsen et al., 1998), a quantidade produzida ¢ as condi¢des de abate,
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como presenca de sangue e agua, podem alterar suas caracteristicas e explicar a
discordancia entre amostras de musculos diferentes originadas do mesmo animal.

A qualidade e liberagdo do suco de carne sdo influenciadas por alguns fatores,
como: local de amostragem, o tamanho de amostra, a presen¢a de sangue e fascias, o
nivel de estresse pré-abate, os efeitos associados ao glicogénio muscular ¢ o pH pos-
mortem. Da mesma forma, amostras de musculo coletadas logo apds o abate podem
conter mais sangue do que aquelas coletadas depois de decorrido um longo intervalo
desde o abate (Nielsen et al., 1998; Leyk and Seiffert, 2003), o que nao deve ter
influenciado estes resultados, uma vez que a coleta foi imediata. No entanto a
caracteriza¢cdo bioquimica dos componentes do suco de carne ainda nao ¢ totalmente
conhecida (Guti'Errez et al., 2008), dificultando a construgdo de hipoteses sobre a
variabilidade dos resultados obtidos em diferentes amostras.

O coeficiente de correlagdo entre os resultados do soro ¢ do suco de carne
observados foi baixo, R=0,42 para diafragma e R=0,33 para sobrepaleta, bem como a
concordancia foi fraca, com indice Kappa 0,28 e 0,22, respectivamente. Estes resultados
foram piores do que os encontrados anteriormente por Kich et al. (2004a). No trabalho
anterior, foi feito um plano de amostragem representando as categorias de DO de 0,0 a
1,3, enquanto no presente trabalho a amostragem foi aleatoria. Talvez isto explique
parcialmente a diferen¢a de resultados, uma vez que numa situagdo real de amostragem
de animais a maioria dos soros tendem a concentrar-se em DOs proximas ao ponto de
corte, zona mais critica para o estabelecimento de um resultado positivo/negativo para o
teste. Porém, se a proposta ¢ substituir o soro pelo suco, as correlagdes precisam ser
melhores.

Novos pontos de corte para o suco de carne no intervalo entre OD=0,050 a
OD=0,180 foram avaliados quanto a influéncia exercida sobre a sensibilidade,
especificidade, coeficiente global e indice Kappa do teste (Anexo 3). Os melhores
indices Kappa observados foram 0,377 para diafragma e 0,363 para sobrepaleta que
correspondem aos pontos de corte OD=0,100 e OD=0,090, respectivamente. Na
avaliacdo do teste, observou-se que este se tornou mais sensivel e menos especifico em
relagdo ao ponto de corte experimental OD=0,169, a concordancia melhorou (0,280 e
0,228), porém ainda permaneceu em nivel de concordancia fraca, segundo a
classificagdao de Landis and Koch (1977).

Observou-se que nao houve efeito significativo (p>0,05) sobre o nivel de

concordancia entre suco de carne e soro em nenhuma das variaveis pesquisadas (tipo de
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musculo, coloragdo e quantidade de suco), indicando que a baixa concordancia nao esta
relacionada com a qualidade do suco extraido.

A partir disso, a substituicdo do soro pelo suco de carne como material para
detec¢@o de anticorpos contra Salmonella usando o teste de ELISA-LPS desenvolvido

por Kich et al. (2007) nao pode ser indicada.
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CAPITULO 4. PERSPECTIVAS

No estudo conduzido por Kich et al., (2007) para desenvolvimento do ELISA-
LPS foram realizadas analises de correlagio com os Kits que estdo no mercado
internacional para a detec¢do de anticorpos contra Salmonella em soro, plasma ¢ suco
de carne: o europeu SALMOTYPE® Pig Screen ELISA e o norte-americano IDEXX
HerdChek* Swine Salmonella. Um estudo similar poderia ser realizado para comparar
os resultados a partir de suco de carne submetido a diferentes testes de ELISA
disponiveis. Paralelamente um estudo aprofundado dos componentes do soro e do suco
de carne, buscando otimizar o desempenho do teste pode ser conduzido.

Outro encaminhamento a ser dado na seqiiéncia da linha de pesquisa ¢ o registro
do ELISA-LPS desenvolvido por Kich et al., (2007) junto ao Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento (MAPA). Até o momento, tem sido uma das importantes
ferramentas utilizada nos trabalhos do grupo de pesquisa entre o Setor de Medicina
Veterinaria Preventiva da UFRGS e a Embrapa Suinos e Aves, porém ainda deve ser

disponibilizado ao setor produtivo.
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ANEXO 1 - Protocolo de Isolamento de Salmonella segundo Michael, Cardoso e
Costa (2003).

Pré-enriquecimento da amostra
Para linfonodos:
Pesar 25 g da amostra, adicionar 225 mL de 4gua peptonada tamponada e triturar

no STOMACKER 260 rpm por 1 minuto e incubar a 37°C por 18-24 horas.

Para suabes retais:
Colocar os suabes retais em tubo de ensaio com 10 mL de agua peptonada

tamponada, agitar em vortex e incubar a 37°C por 18-24 horas.

Enriquecimento seletivo

Pipetar 100uL da cultura pré-enriquecida e transferir para tubos de ensaio
contendo 9,9mL de Caldo Rappaport Vassiliadis. Pipetar ImL da cultura pré-
enriquecida e transferir para tubos de ensaio contendo 9mL de caldo tetrationato.

Incubar em banho-maria a 42°C por 24 horas.

Isolamento e identificacdo de colonias

Semear aproximadamente 20mL ou uma algada, da cultura submetida ao
isolamento seletivo, em placas de Agar VB e de Agar XLT4 e incubar a 37°C por 24-48
horas.

Fazer a leitura prévia para identificacao de colonias com morfologia compativel
com Salmonella e manter as culturas em temperatura ambiente por mais 24h para a

leitura definitiva.

Nota:

As colonias de Salmonella ficam de cor rosa claro com halo de cor vermelha no
Agar VB ¢ incolores com um ponto central de cor preta em Agar XLT4.

As colonias com morfologia compativel com Salmonella devem ser isoladas por
inoculagdo em uma placa de Agar VB ou XLT4. Confirmando-se as caracteristicas
morfo-fisiologicas, deve-se preparar culturas em Agar TSA para provas de identificacio

antigénica e bioquimica.
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Identificagao morfo-fisiologica
Sorologia:

Suspender 3 colonias, obtidas por cultivo em Agar TSA por 48h a 37°C, em
100mL de PBS. Sobre uma lamina de vidro, mesclar 25uL. de soro polivalente e 25uL

da suspensao de colonias e homogeneizar movimentando a lamina por dois minutos.

Interpretacao:

A formagdo de grumos indica resultado positivo.

Agar triplice agtcar ferro (TSI):
A partir de uma coldnia isolada em Agar TSA, inocular o tubo de TSI, com uma
agulha de platina, estriando a rampa e picando o fundo. Incubar a 37°C por 18 a 24h

com as tampas desrosqueadas, para garantir a presenga de oxigénio na rampa.

Interpretacao:

O escurecimento do 4agar no fundo dos tubos, indica producao de H,S.

Bolhas, trincas ou deslocamento do agar indicam produgdo de gés.

Viragem do indicador na rampa para vermelho (alcalino) e no fundo para
amarelo (acido) indicam que a bactéria ¢ anaerobia facultativa, fermenta glicose, nao
fermenta lactose e sacarose.

A reacdo tipica de Salmonella caracteriza-se pela coloragdo amarela na base e

vermelha na rampa, formagao de gas e de H,S.

Teste SIM
A partir de uma coldnia isolada, inocular o tubo de SIM, com uma agulha de
platina, picando o fundo. Colocar no interior do tubo, uma fita para indicacdo de indol,

de forma que ndo atinja o agar. Incubar a 37°C por 18-24h.

Interpretagao:
A turvacdo do meio além da linha de inoculagdo indica motilidade positiva.
O escurecimento do agar no fundo dos tubos, indica producao de H,S positiva.

A formagdo de coloracdo rosa nas fitas de indol indica resultado positivo.
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A reagdo tipica de Salmonella caracteriza-se pela presenca de motilidade, exceto

para os sorovares Pullorum e Gallinarum, produgao de H,S e indol negativo.

Teste de fenilalanina desaminase

Inocular a cultura com a alga de platina em tubos com fenilalanina desaminase,
estriando a rampa. Incubar a 37°C por 18 a 24h. Apds a incubagao, adicionar sobre a
cultura de 4 a 5 gotas da solucdo de cloreto férrico, movimentando o reagente por toda a

rampa. Aguardar por aproximadamente 5 minutos.

Interpretacao:
O aparecimento de cor verde indica resultado positivo.
A ndo alteragdo da cor indica resultado negativo.

A reagdo tipica de Salmonella caracteriza-se pela ndo alteragdo da cor.

Agar Ferro Lisina (LIA)
A partir de uma coldnia isolada em Agar TSA, inocular o tubo de LIA, com uma

agulha de platina, estriando a rampa e picando o fundo. Incubar a 37°C por 18 a 24h.

Interpretacao:
A reagdo tipica de Salmonella caracteriza-se pela coloragdo purpura na base ¢ na

rampa, com producao de H,S (base escura).

Agar Citrato de Simmons
A partir de uma colénia isolada em Agar TSA, inocular o tubo de citrato, com
uma agulha de platina, estriando uma linha central na rampa. Incubar a 37°C por 18 a

24h.

Interpretagao:
Alteracao da coloragdo do meio para azul indica resultado positivo.

Para Salmonella a reacédo é variavel de acordo com o sorovar.

ONPG
A partir de uma colonia isolada em Agar TSA, inocular o tubo de ONPG, com

uma alca de platina. Incubar a 37°C por 18 a 24h.
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Interpretacao:
A alteracdo da cor do meio para amarelo, indica resultado positivo.

A reagdo tipica de Salmonella caracteriza-se pela ndo alteragdo da cor.

Caldo Uréia
A partir de uma colonia isolada em Agar TSA, inocular o tubo com caldo uréia,

com uma alca de platina. Incubar a 37°C por 18 a 24h.

Interpretacao:
A alteracdo da cor do meio para rosa escuro, indica resultado positivo.

A reagdo tipica de Salmonella caracteriza-se pela ndo alteragdo da cor.
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ANEXO 2 - Protocolo do Teste de ELISA

Impregnar placas DYNEX IMMULON 2 HB com 100uL, por cavidade, do
antigeno diluido 1:1000 em tampdo carbonato bicarbonato pH 9,6 — 0,05M. Deixar em
repousa por 24 horas over-night a 4° C, a seguir congelar por, no minimo, uma hora a —
70°C. No momento do uso, ap6s o descongelamento em temperatura ambiente, lavar a
placa 3 vezes por 3 minutos com tampao fosfato, contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-
T), pH 7,4. Diluir os soros 1:400 e os sucos de carne 1:30 em PBS-T contendo 1% de
albumina bovina (PBS-TA). Adicionar em triplicata a placa teste. Incubar a placa
contendo os soros a 37°C por 30 minutos, em camara Umida. Apds lavar a placa
novamente como descrito acima. Bater a placa sobre uma superficie macia e absorvente
afim de retirar o maximo possivel da solucdo de lavagem. Distribuir em cada cavidade
100uL do soro conjugado com peroxidase (Anti-pig) na dilui¢do 1:3000 em PBS -TA.
Incubar em camara imida a 37°C por 30 minutos, lavar a placa e colocar 100uL do
revelador por cavidade. Preparar o revelador no momento do uso, adicionando 100uL
do substrato e 3,5ul de H,O, e 230uL. de NaOH 10N para cada 10 mL de tampao
revelador (solucdo reveladora). Deixar por 15 minutos em temperatura ambiente.
Bloquear a intensificagdo da cor com acréscimo de 50uL por cavidade de acido
sulfurico 2M (H2SO4). Agitar levemente e ler em espectrofotdometro com filtro 450nm e
DO correspondente (ICN -TiterteK Multiskan). A leitura ¢ realizada no programa
ELISUAVE com padrdes ja definidos e instalados na maquina (computador)

Magitronic, patriménio numero1205057 da Bacteriologia no Laboratorio de Sanidade.
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Anexo 3 - Resultados da sensibilidade, especificidade, coeficiente global e indice
Kappa (X100 para manter na escala) para os resultados do suco de carne dos

diferentes musculos em relagdo ao soro.

Diafragma

Ponto de corte  Especificidade Sensibilidade  Coeficiente Geral Kappa

0,050 25,64767 87,93103 52,36686 12,25
0,060 40,15544 81,72414 57,98817 20,33
0,070 50,7772 74,48276 60,94675 24,06
0,080 64,50777 68,27586 66,12426 32,16
0,090 71,50259 64,82759 68,63905 36,21
0,100 78,23834 58,96552 69,97041 37,77
0,110 83,16062 52,41379 69,97041 36,72
0,120 85,7513 49,31034 70,11834 36,5
0,130 87,3057 44,82759 69,08284 33,74
0,140 87,56477 42,75862 68,3432 31,94
0,150 88,60104 40,68966 68,04734 30,99
0,169 90,15 37,93 67,75 29,91
0,180 91,19 32,07 65,83 25,01

Sobrepaleta

Ponto de corte  Especificidade Sensibilidade  Coeficiente Geral Kappa

0,050 43,44262 78,79859 58,85978 21

0,060 55,19126 72,08481 62,55778 26,38
0,070 65,84699 65,37102 65,63945 30,88
0,080 74,04372 61,13074 68,41294 35,39
0,090 79,78142 55,83039 69,33744 36,35
0,100 82,78689 48,76325 67,95069 32,61
0,110 84,15301 44,16961 66,71803 29,5
0,120 85,51913 41,69611 66,40986 28,49
0,130 88,25137 38,16254 66,40986 27,9
0,140 89,89071 34,98233 65,94761 26,43
0,150 90,71038 32,50883 65,33128 24,78
0,169 91,53 30,04 64,71 23,11

0,180 92,35 24,73 62,87 18,45
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ANEXO 4 - Concordancia entre os resultados obtidos no teste de ELISA-LPS das
amostras de suco de carne (diafragma e sobrepaleta), utilizando o ponto de corte
experimental (OD=0,169).

Suco do Diafragma

Suco Sobrepaleta - ) Total
Positivo Negativo

Positivo 95 18 113

Negativo 46 501 547

Total 141 519 660




