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RESUMO

Os procedimentos de limpeza e desinfeccdo sdo pontos chave na prevencdo da
contaminacao por Salmonella sp. No entanto, pouco se conhece a respeito da eficacia de
protocolos de limpeza e desinfeccdo adotados em granjas de terminagdo de suinos. Desta
forma, este estudo teve como objetivo avaliar o nivel de contaminagdo residual de
Coliformes Totais e Salmonella sp. em granjas de terminacdo de suinos, e fazer um
levantamento dos protocolos de manejo, instalacbes e praticas de desinfeccdo mais
utilizados durante o periodo de vazio dessas granjas. Foram amostradas 71 granjas de
terminacgdo integradas a cinco agroindustrias, localizadas no Rio Grande do Sul. Em cada
granja, foi aplicado um questionario contendo itens relativos a estrutura e manejo das
instalacbes. Para a analise microbioldgica, suabes do piso das baias foram colhidos e
submetidos a quantificacdo de Coliformes Totais e pesquisa de Salmonella. A contagem de
Coliformes Totais encontrada nas granjas variou de 6 x10? ufc/cm? até 4,33 x10° ufc/cm?
Mesmo em granjas integradas a uma mesma empresa houve grande variabilidade na
presenca de coliformes residuais apds a limpeza e desinfecgdo. Salmonella sp. esteve
presente em 26,7% do total de granjas amostradas, com variacdo de frequéncia entre as
agoindustrias (0 até 100% das granjas). Observou-se também grande diferenca em termos
de instalacbes e praticas de manejo adotadas, 0 que poderd servir para explicar a
contaminacao residual numa analise de risco futura. A partir disso, é possivel concluir que
os protocolos de limpeza e desinfeccdo adotados nas granjas sdo pouco eficazes, pois a
contagem residual de Coliformes Totais € muito elevada e permitem a presenca residual de

Salmonella sp.

Palavras Chave: Salmonella, suinos, contaminacéo residual das granjas.



ABSTRACT

Cleaning and disinfection practices are the basis of Salmonella control on swine farms. In
spite of that, little is known about the effectiveness of the cleaning and disinfection methods
used on finishing pig farms. The aim of this study was to evaluate the level of coliform and
Salmonella residual contamination on finishing farms, and to assess the practices and
disinfection protocols adopted in the all in/all out management. Samplings were conducted
in 71 farms associated to five swine companies located in Rio Grande do Sul. On each
farm a questionnaire, including issues about building facilities and management, was
conducted. Pen floor swabs were taken and submitted to coliform enumeration and
Salmonella isolation. Coliform counts ranging from 6 x10? ufc/cm?® to 4.33 x10° ufc/cm?
were found on the sampled farms. Even farms associated to a same company presented a
high variation on the coliform counts after cleaning and disinfection. Salmonella sp. was
isolated in 26.7% of sampled farms, with a variation on the frequency (0 to 100%)
according to the company. A high variability was also detected on the building facilities
and management practices adopted. These data can be used in the future to conduct a risk
factors analysis. In conclusion, the cleaning and disinfection practices adopted in the
sampled farms are little effective, since a high residual coliform counts, and the
persistence of Salmonella were detected on the pen floor.

Key words: Salmonella, swine, residual contamination on farm.
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1 INTRODUCAO

O suino destaca-se entre as especies de producédo, sendo a carne mais consumida no
mundo. No mercado globalizado de alimentos, a demanda por produtos seguros tém sido
cada vez mais freqlente, além de ser uma das exigéncias de regulamentos nacionais e
internacionais para comercializacdo. Nesse contexto, a presenca de Salmonella sp. nos
produtos de origem animal, além da importancia para a Saude Publica tem representado
uma barreira a comercializacdo de produtos. Essa realidade € evidente na cadeia produtiva
de frango e tem sido sentida de forma crescente na suinocultura, a partir do momento em
que a competicdo por novos mercados tem aumentado.

Existe um consenso que o controle de Salmonella precisa ser efetuado por meio de
medidas que abranjam toda a cadeia produtiva. Em relagdo a presenca de Salmonella em
rebanhos suinos do Sul do Brasil, estudos tém demonstrado que os animais ja chegam
infectados no abatedouro, tornando fundamental a busca por medidas de intervengédo
possiveis de serem implementadas nas granjas, para alcangar um menor nimero de animais
portadores ao abate.

Vérios estudos tém sido conduzidos para identificar fatores de risco associados a
elevados indices de prevaléncia de animais portadores. Observa-se uma variacdo nos
fatores apontados, de acordo com a fase zootécnica, o tipo de manejo, a area geografica e o
tipo de abordagem adotada no estudo. Entretanto, os fatores relacionados com a
biosseguranca e a higiene costumam aparecer como importantes variaveis explicativas em
quase todas as pesquisas.

Assim, é possivel supor que a limpeza e a desinfeccdo sdo pontos-chave para
reduzir a contaminacdo por Salmonella ap. e outros microrganismos patogénicos em
granjas de suinos. Medidas eficazes nesse sentido precisam ser associadas ao periodo de
vazio sanitario, uma vez que Salmonella sp. caracteriza-se por ter capacidade de um longo
periodo de sobrevivéncia no ambiente. Por essa razdo, estudos ja referiram que o manejo
todos dentro/todos fora isoladamente ndo é capaz de eliminar a contaminacao residual por
essa bactéria, se ndo forem adotados protocolos eficazes de desinfecgéo.

H& poucos estudos avaliando a eficicia das medidas de limpeza e desinfeccdo

adotadas em granjas de suinos, principalmente em relacdo a contaminacao residual por
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Salmonella sp. antes do alojamento de novos lotes. Da mesma forma, observa-se que 0S
protocolos e principios ativos adotados variam de acordo com as empresas integradoras e
que raramente sdo monitoradas quanto a sua execug&o e resultados obtidos.

Da mesma forma, a determinacdo de fatores de risco para a ocorréncia de
contaminagdo residual é pouco encontrada na literatura. Na fase de creche, estudo
conduzido em Santa Catarina identificou a contaminagéo residual das baias por Salmonella
sp. e apontou a presenca de moscas, trilhas de ratos e demora na limpeza como fatores de
risco para esse evento.

Na fase de crescimento e terminacdo estudos anteriores encontraram elevados
indices de granjas com contaminacdo residual e identificaram esse fato como determinante
para a contaminacdo de lotes alojados. Apesar disso, a ampliacdo de estudos sobre o nivel
de contaminacdo residual e a determinacdo de fatores de risco para sua ocorréncia em
granjas de terminacdo ainda precisam ser conduzidas.

Desta forma, o estudo realizado teve como objetivos conhecer as condi¢des das
granjas de terminacdo de suinos em diferentes agroindustrias, observando as suas
peculiaridades quanto as caracteristicas estruturais e de manejo, e avaliar a presenga de
contaminacao residual por Salmonella sp. e coliformes, como uma etapa inicial da anélise

de risco.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Importancia da Suinocultura.

As exportacdes brasileiras de carne suina “in natura” e industrializada atingiram
53.465 toneladas em novembro de 2007, aumento de 1,77% sobre as 52.535 toneladas
embarcadas no mesmo periodo de 2006, segundo a Associacdo Brasileira da Industria
Produtora e Exportadora de Carne Suina (ABIPECS, 2007). No acumulado do ano, 0s
embarques cresceram 12,2%, de 484.309 toneladas para 543.511 toneladas, este aumento
nas exportagdes indica o rumo da manutencdo da demanda pelo produto nacional
(ABIPECS, 2007).

Em 2007, a Rassia continuou como maior mercado para a carne suina brasileira, ao
comprar 44,5% do volume ante 52% em 2006, mas houve aumento concomitante de
volume para outros mercados (ABIPECS,2007). Para 2008, as perspectivas sdo positivas
por conta da reabertura do mercado russo para Santa Catarina, maior produtor nacional, e
do avango do processo de abertura de outros mercados, como Chile, México, China e

Japéo.

A salmonelose transmitida por alimentos é considerada um dos mais importantes
problemas de Saude Publica, tanto nos paises em desenvolvimento como nos paises
desenvolvidos (Jakabi et al., 1999). Conforme Hald e Wegener (1999), entre as fontes de
infecg0es humanas por Salmonella, 40-45% s&o provenientes de ovos e 10-15% de
produtos suinos. A carne suina é responsavel por aproximadamente 15% de todos 0s casos
de salmonelose em humanos na Dinamarca e Holanda e por 25% nos USA (HALD et al.,
2004).

Existe uma demanda, principalmente entre o0s consumidores dos paises
industrializados, quanto a seguranga dos produtos de origem animal (BLAHA, T., 2001). O
risco de surtos de Salmonella sp. em humanos, tendo origem a carne suina, esta presente,
uma vez que varios produtos derivados da carne suina ndo sofrem tratamento térmico,
dependendo de sua completa auséncia na matéria prima. Dessa forma, avaliacfes

consistentes para aprimorar a confianca de consumidores em produtos suinos, incluindo o
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monitoramento e controle de Salmonella sp. em cada estagio da produgéo sdo importantes

para garantir a qualidade e a confianca nesses alimentos (BLAHA, 1996).

2.2 Caracterizagao de Salmonella sp.

O género Salmonella esta incluido na familia Enterobacteriaceae e € composto por
bacilos gram-negativos, anaerobios facultativos, mdveis por flagelos peritriquios, com
excecdo dos sorovares Gallinarum e Pullorum (WILCOCK E SCHWARTZ, 1993; HOLT
et al., 1994). S&o organismos quimiotroficos, apresentando metabolismo tanto respiratdrio
como fermentativo (HOLT et al., 1994). A partir da fermentacdo de D-glicose e outros
carboidratos produzem é&cido e gas (JAY, 1992; TORTORA et al., 1993). Geralmente ndo
fermentam a lactose (CLARKE E GYLES, 1993). Sdo indol negativos e produzem acido
sulfidrico (HOLT et al., 1994).

A temperatura 6tima para crescimento é 37°C (FRANCO E LANDGRAF, 1996),
porém podem multiplicar-se na faixa entre 7°C a 45°C. Séo resistentes & dessecagdo e ao
congelamento, possuindo a capacidade de sobreviver no ambiente por anos (WILCOCK E
SCHWARTZ, 1993). No entanto sdo sensiveis a luz solar e a maioria dos desinfetantes
como fendis, clorados e iodados (SOBESTIANSKY et al., 1999). O crescimento de
Salmonella sp. ocorre em um pH 6timo entre 6,5 e 7,5, admitindo uma variacéo entre 4,5 e
9,0. Valores inferiores a 4,1 inativam Salmonella sp. (TORTORA et al.,1993).

Em décadas passadas, a taxonomia e a nomenclatura foram amplamente debatidas.
Atualmente, o género Salmonella consiste de trés espécies: Salmonella enterica dividida
em seis subespécies , Salmonella bongori e, recentemente, Salmonella subterranea que
representa uma nova espécie do género Salmonella, apresentando 96,4% dos nucleotideos
idénticos a Salmonella bongori, No aspecto bioguimico ha alguma diferenca como a
producdo de indol e a ndo-formacdo de H,S (SHELOBOLINA et al., 2004;
HEYNDRICKX et al., 2005; TINDALL et al., 2005).

Atualmente, existem mais de 2.500 sorovares identificados de Salmonella sp. com
vasta distribuicdo na natureza (POPOFF, M.Y.; BOCKEMUHL, L.; GHEESLING, L.L.,
2003), podendo estar presentes no trato gastrintestinal de diversos animais, incluindo
peixes, répteis, passaros e mamiferos (HIRSH, D.C., 1990; CLARKE, R.C.; GYLES,
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C.L.,1993). O numero de sorovares identificados de Salmonella vem aumentando a cada
ano, por exemplo, em 1999, 26 novos sorovares foram incluidos, em 2000 e 2001, 12 e 22
novos sorovares, respectivamente, foram identificados e acrescentados ao esquema de
Kauffmann-White (POPOFF, M.Y., BOCKEMUHL, J.; BRENNER, F.W., 2000;
POPPOF, M.Y. et al., 2001).

Os sorovares, por sua vez, sao agrupados de acordo com 0s antigenos somaticos
presentes em sorogrupos. Segundo Doyle e Cliver (1990), o Manual Bergey classifica as
salmonelas em 50 sorogrupos, identificados por letras do alfabeto (A, B, C;, C,, D e assim

por diante), sendo que 98% dos sorovares identificados pertencem aos 12 primeiros grupos.

Epidemiologicamente existem sorovares de Salmonella sp. que sdo adaptados a um
hospedeiro especifico, tais como: S. Typhi, para humanos, S. Choleraesuis, para suinos, S.
Dublin, para bovinos (SCHWARTZ, 2000) e S. Pullorum e Gallinarum, para aves
(SNOEYENBOS e WILLIAMS, 1991). Outros sorovares, como a S. Typhimurium e S.
Enteritidis infectam um grande nimero de hospedeiros, tendo importante papel na

disseminagdo da salmonelose entre diferentes espécies (HIRSH, 1990).

2.3 Patogenia da infeccdo por Salmonella sp. em suinos

A infeccdo por Salmonella em suinos pode acarretar doenca clinica, causando
enterite, em casos de infeccdo por S. Typhimurium e causando septicemia, em casos de
infeccdo por S. Cholerasuis. No entanto, as sindromes clinicas, causadas por sorovares
adaptados, ndo sdo o principal motivo de preocupagdo da infecgdo nesta espécie (VAN
DER GAAG, et al., 2003). As questdes relacionadas a seguranca dos alimentos e presenca
dos sorovares nao-adaptados de Salmonella sp. em produtos carneos de origem suina
assumem maior relevancia na atualidade (FUNK, DAVIES e NICHOLS 2001).

A infeccdo por Salmonella ocorre pela via fecal-oral, sendo que, de maneira geral,
apos a chegada da bactéria no intestino ha uma invasdo de células M e de enterdcitos por
meio de um rearranjo do cito-esqueleto dessas células, induzido por proteinas efetoras
secretadas pela bactéria. Durante esse processo, ha uma atracdo de neutrofilos para o local,

mediada pela IL-8, seguida da infiltracdo dessas células na ldamina prépria. Uma hora ap6s
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infeccdo, as salmonelas alcancam a porgéo basal da célula e s&o fagocitadas por macréfagos
e neutréfilos (SANTOS et al., 2003).

Enquanto em macrdéfagos ha aparentemente inducdo de apoptose, os neutrofilos
parecem sofrer uma maior atracdo para o sitio da infecgdo e ocorre uma massiva resposta
inflamatoria local. A liberacdo de proteases e outras mediadoras das células inflamatorias
resulta em necrose da mucosa, levando a diarréia e excrecdo 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 e NAGAJARA, 1998; OHL e MILLER, 2001).

O trato gastrintestinal dos suinos conta com mecanismos de resposta imune inata
como a acidez estomacal, peptideos antimicrobianos, o muco que recobre as
microvilosidades do epitélio, a acdo peristaltica do intestino e a exclusdo competitiva
decorrente da relagdo entre as bactérias da microbiota intestinal (TUCKER e PICKARD,
2004). Entretanto, a mais importante forma de protecdo é representada pelas respostas
imunes celular e humoral (KRAEHENBUHL e NEUTRA, 1992).

Os microorganismos que conseguem colonizar o epitélio ou invadir as células da
camada epitelial e eventualmente ultrapassa-la, encontrardo mecanismos de defesa
relacionadas com a imunidade celular (neutrofilos, macréfagos, células dendriticas) e a
imunidade humoral (GALVIN, HARRIS e WANNEMUEHLER, 1997; MOWAT, 2005)
provenientes dos tecidos linféides associados a mucosa, que se apresentam como Placas de
Peyer no intestino delgado ou linfonodos isolados na mucosa e, no c6lon, como agregados
de linfonodos (TUCKER e PICKARD, 2004).

A maioria dos microorganismos intestinais contata as células do sistema imune ap6s
um trénsito atraves de células M, que podem ser definidas como células naturalmente
fagociticas da superficie intestinal e cuja principal funcéo é a amostragem de antigenos da
luz intestinal e sua apresentacdo a macrofagos da submucosa. As células M localizam-se,
principalmente, nas areas proximas as placas de Peyer. A apresentacdo constante de
antigenos pelas mesmas leva a estimulacdo de células do sistema imune localizadas nos
foliculos das placas de Peyer (MOWAT, 2005). Nos seus centros germinativos estdo

principalmente células B que, ao se diferenciar em plasmdcitos, vao produzir
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principalmente imunoglobulinas tipo A (IgA). Além dessa, existe a secrecdo de citocinas
pelas células T helper (Th) CD4", que influenciam e regulam a diferenciacdo de
linfoblastos localizados no centro germinal. Na regido interfolicular o predominio é de
células CD3". Nos foliculos linféides, ha um pequeno nimero de células apresentadoras de
antigenos (células dendriticas e macrofagos) e um maior nimero de linfocitos T CD4" /
CD8". Esses linfocitos T CD4" / CD8", presentes na regido interfolicular, determinam
respectivamente, 65% e 25% das células CD3" que sdo as precursoras das células
citotoxicas (GALVIN, HARRIS e WANNEMUEHLER 1997). As células CD4" tém sido
divididas funcionalmente em células Thl que secretam interferon gama (IFN-y) e
interleucina 2 (IL-2) e em células Th2, que secretam as citocinas IL-4, IL-5 e IL-6. De
maneira geral, considera-se que as células Thl séo responsaveis pela inducdo da imunidade
celular e as Th2 pela imunidade humoral (PARHAM, 2001).

A funcéo primaria das células CD4" é auxiliar as células B a produzir anticorpos. Nas
placas de Peyer do intestino, ha um nimero aproximadamente igual de células CD4" Thl e

Th2, enquanto que na lamina propria ha um predominio do tipo Th2 (PARHAM, 2001).

As principais imunoglobulinas responsaveis pela defesa da mucosa intestinal dos
suinos s@o da classe IgA. As suas fung¢des bioldgicas primarias sdo a inibicao da aderéncia
de bactérias, neutralizacdo viral e exclusdo imune de antigenos soliveis (PIVA,
KNUDSEN e LINDBERG, 2001).

2.4 Fontes de infecgéo.

Segundo Wilcock e Schwartz (1992), os principais fatores de risco relacionados a
infeccdo por salmonelas sdo a exposicdo a roedores, alimentos contaminados e suinos
portadores, além de fatores estressantes como o transporte e superlotacdo das baias. Outros
fatores relevantes apontados tém sido a mistura de animais de diferentes origens
(LETELLIER et al., 2001), a falta de higiene nas baias dos suinos e a preparagdo da
alimentagéo dos animais na granja (SCHWARTZ, 2000). Da mesma forma, a utilizacdo de
racdo peletizada demonstrou associa¢do positiva com soro-positividade nos estudos de Lo

Fo Wong et al. (1999). Em relacdo a associacdo com sindromes clinicas, Van Der Wolf et
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al. (2001) identificaram a correlacdo do aumento da prevaléncia, com diagndstico prévio de

enterite por S. Typhimurium.

O estresse do transporte e 0 jejum pré-abate tém sido registrados como fator
desencadeante da excrecdo da Salmonella sp. pelos portadores (ISACCSON et al.,1999).
Assim sendo, pode ocorrer infeccdo dos animais em contato durante o transporte e espera
pré-abate, ja que Salmonella sp. pode invadir o ileo em duas horas ap6s a transmissao fecal-
oral (MCKEAN, 2002). Dessa forma, a presenca de Salmonella sp. em caminhdes e baias
de espera dos frigorificos pode influenciar a prevaléncia deste microorganismo encontrada
nos suinos durante o abate (VAN DER WOLF et al., 1999).

A infeccdo por Salmonella sp. possui um grande potencial de amplificacdo ao longo
da cadeia produtiva, uma vez que animais portadores contaminam o lote, bem como os
animais que entram em contato no transporte para o abate e 0s novos grupos de animais no
local de espera no abatedouro (ROSTAGNO et al., 2003). Portanto, o incremento do indice
de animais infectados e a maior prevaléncia ao abate determinardo que o risco de
contaminacdo de carcacas (extravasamento de conteldo intestinal, contaminagao cruzada) e
produtos (contaminacgédo cruzada, utilizacdo de linfonodos no processamento de alimentos)
sera amplificado em grau semelhante (BERENDS et al., 1996).

2.5. Diagnostico

A prevaléncia de Salmonella pode ser medida por testes bacteriologicos e sorolégicos
e pode ser avaliada em grupos de animais de diferentes idades (VAN DER GAAG et al.,
2003).

Para identificar rebanhos positivos, segundo Ehlers (2002), a pesquisa de Salmonella
em pool de fezes de suinos é uma das formas mais adequadas. O isolamento bacteriologico
é especifico, ou seja, 0 organismo de interesse € identificado (FUNK, J. A.; DAVIES, P. R
NICHOLS, M. A. 2000), e constitui-se numa ferramenta valiosa e, até o momento,
insubstituivel, considerada a importancia das informacdes epidemioldgicas obtidas. Para
alcangar melhores resultados de isolamento bacteriolégico é recomendada uma
metodologia que consiste de trés estagios: pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo e

isolamento seletivo. O pré-enriquecimento tem o objetivo de aumentar a populacdo e
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recuperar as células lesadas. O enriquecimento seletivo visa inibir a microbiota
acompanhante e promover a elevacdo preferencial da populagdo de Salmonella, enquanto o
isolamento seletivo tem por objetivo promover o desenvolvimento diferencial de colénias
de Salmonella, com caracteristicas tipicas para posterior confirmacdo bioquimica e
sorolégica (VARNAM, A H.; EVANS, M. G., 1991).

Michael et al. (2003) compararam diferentes meios de cultura utilizados no
isolamento de Salmonella sp. a partir de fezes de suinos, encontrando melhor desempenho
quando utilizados os caldos Rappaport-Vassiliadis e tetrationato Muller-Kauffmann
incubados a 42°C, associados ao agar XLT4 e agar Verde Brilhante, Lactose Sacarose

(BPLS) para o isolamento.

Juntamente com o isolamento bacterioldgico, ferramentas que permitem quantificar o
titulo de anticorpos presentes no soro dos animais, como o teste de ELISA, tém auxiliado
na determinacdo do momento de infeccdo dos rebanhos. Nielsen et al. (1995)
desenvolveram um teste de ELISA indireto para a deteccdo de IgG anti-LPS de S.
Typhimurium e S. Infantis. Segundo os autores, o denominado mix-ELISA seria capaz de
detectar anticorpos contra o0s antigenos somaticos (O: 1, 4, 5, 6, 7, 12) dos sorovares mais
importantes nas infeccBes de rebanhos suinos. No Brasil, Kich et al. (2004) desenvolveram
um teste de ELISA baseado no LPS de S. Typhimurium, o qual demonstrou ser capaz de

detectar anticorpos contra 0s sorovares mais prevalentes em suinos no sul do Brasil.

Segundo Van Der Wolf et al. (2001) o uso do teste de ELISA para estabelecer a
soroprevaléncia de Salmonella em granjas de suinos tem vérias vantagens, dentre elas, a
facil padronizacdo entre estudos e paises e a maior sensibilidade do teste. Pelo fato do
periodo de soroconversdo (niveis de anticorpos detectaveis ap6s infeccdo) ser de
aproximadamente duas semanas (VAN DER GAAG et al.,, 2003), a determinagdo da
prevaléncia em um curto espaco de tempo néo é precisa (HURD et al., 2002), pois nem
sempre representa o “status” atual do rebanho (SWANENBURG et al., 2001). Outra
limitacdo do ELISA é ndo poder ser utilizado como teste individual, uma vez que nem
todos 0s suinos soroconvertem apds inoculacdo ou enquanto excretam Salmonella nas fezes
(NIELSEN et al., 1995).
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De forma geral, rebanhos suinos podem ser classificados como negativos e positivos
para Salmonella baseado nos resultados do ELISA, utilizando amostras de sangue coletadas
na linha de abate. Ja o isolamento bacterioldgico de fezes e de linfonodos pode identificar a
excrecdo (FUNK, DAVIES e NICHOLS, 2001). A combinacdo de testes soroldgicos e
bacteriolégicos pode gerar informagfes sobre 0 momento provavel da infec¢do: na granja,
ou durante transporte e na espera (SWANENBURG et al., 2001a). Porém, a correlacao
entre os resultados de ambos os testes é baixa, devida a dependéncia do momento da
infeccdo, parametros de excrecdo e titulo de anticorpos presentes no soro (GALLAND et
al., 2000).

Apesar disso, 0 maior nimero de animais que chegam sorologicamente positivos ao
abate é diretamente proporcional ao maior numero de animais excretando Salmonella no
frigorifico e a contaminagéo de carcacas (FEDORKA-CRAY, McKEAN e BERAN, 1997).

Para conhecer a contaminacdo ambiental, fator importante na biosseguranca das
granjas, podem ser utilizados os microorganismos indicadores. Microorganismos
indicadores sdo utilizados na avaliagdo da qualidade microbioldgica da dgua (FORSYTHE,
2002) e também para determinar a qualidade sanitaria de alimentos. Por meio dessa
avaliacdo, podem ser verificadas a possivel contaminacdo fecal e a presenca de patdgenos,
assim como as condicdes sanitarias do processamento, producéo e estocagem (BANWART,
1989). Andlises de indicadores sdo amplamente utilizadas para mensurar a sanitizacao
imprépria (FDA-CFSAM, 2001). Fazem parte desse grupo os coliformes totais, coliformes
fecais, as bactérias aerobias mesofilas, psicrofilas, estafilococos, entre outros
(FORSYTHE, 2002).

Os coliformes sdo um grupo de enterobactérias presentes nas fezes, no ambiente, no
solo e na superficie de vegetais, animais e utensilios. E composto por bactérias da familia
Enterobacteriaceae e é um indicador da qualidade higiénico-sanitaria do alimento
(RODRIGUES et al., 2003). S&o capazes de fermentar a lactose com producdo de gas
quando incubados a 35-37°C por 48 horas. Fazem parte desse grupo, entre outros, oS
géneros Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella, sendo que somente a
Escherichia coli tem como habitat primério o trato intestinal dos animais. Os demais, além
de serem encontrados nas fezes, também estdo presentes em outros ambientes, onde

persistem por tempo superior ao de bactérias patogénicas de origem intestinal.
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2.6. Presenca de Salmonella sp. em suinos no Sul do Brasil

Estudo de prevaléncia realizados no Rio Grande do Sul encontrou 55,6% de suinos
portadores de Salmonella sp. em amostras de fezes e linfonodos mesentéricos colhidos ao
abate (BESSA et al, 2004). Posteriormente, outro estudo demonstrou que 88% de amostras
de massa de embutidos (CASTAGNA et al, 2004) e 50% de cortes de pernil (BANDEIRA,
2003) produzidos em frigorifico, onde a prevaléncia de animais portadores era elevada,

tinham a presenca de Salmonella sp.

Tendo em vista que os suinos podem ser infectados por Salmonella em até 30 minutos
de uma exposi¢do minima ao agente (HURD et al., 2002a), a alta prevaléncia de isolamento
de Salmonella, encontrada nesse estudo, poderia estar relacionada a infec¢do dos animais
nas baias de espera (ISAACSON et al. 1999, ROSTAGNO et al., 2003, KORSAC et al.,
2003) e ao efeito do estresse de manejo e ao transporte no periodo pré-abate (ROSTAGNO
et al., 2002). Porém, investigacdo soroldgica conduzida por Kich et al. (2004) em 65
granjas terminadoras no sul do Brasil, reportou uma prevaléncia de 57,6% (I.C. 50-60%) de
animais positivos no teste de ELISA-LPS, demonstrando que os lotes ja estavam infectados

antes do transporte ao abate.

Outros estudos conduzidos no sul do Brasil (SILVA et al., 2003; MULLER, 2005),
apontaram a fase de terminacdo como freqlientemente relacionada com a infeccdo dos
rebanhos suinos, a exemplo do que foi também descrito por Letellier et al. (1999) em
rebanhos canadenses. Em estudo longitudinal conduzido por Silva et al (2003), os leitdes,
em um sistema de producdo avaliado, eram negativos para Salmonella sp. em testes
soroldgicos e bacterioldgicos nas fases de maternidade e creche. Porém, na primeira coleta
realizada na terminacdo (80 dias de idade), 28,6% (16/56) foram soropositivos e 75%
(42/56) estavam excretando Salmonella. Ao abate, houve um aumento na soroprevaléncia
20/26 (77%), e 5/26 (19%) animais tiveram isolamento de Salmonella no conteudo

intestinal e/ou linfonodos mesentéricos.

Segundo Miiller et al. (2005), é evidente a importancia da fase de terminacdo na
infeccdo dos lotes por Salmonella sp., bem como na amplificacdo do problema, o que

pode levar a chegada de animais positivos ao abate. Ao lado disso, Miller et al. (2005)
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constataram a existéncia de granjas com contaminacdo residual por Salmonella sp. no
ambiente. De acordo com Berends et al. (1996), o problema “Salmonella™ est4
relacionado com o fato deste microrganismo poder sobreviver e multiplicar-se fora do
hospedeiro, contribuindo para a manutencdo do ciclo fecal-oral. Nas superficies de
materiais como madeira, concreto, ferro e aco, a Salmonella pode sobreviver por um
periodo que pode variar de alguns dias até nove meses, contaminando lotes que sejam
alojados posteriormente. Da mesma forma, o ciclo fecal-oral determina que a infecgéo

ndo fique restrita ao individuo disseminando-se por todo o lote.

Estudos de andlise de risco representam uma das principais ferramentas no
controle da infec¢do por Salmonella sp. nos rebanhos e tém sido descritos em diversas
realidades de manejo. Kich et al. (2004) conduziram um estudo transversal onde fatores
associados a prevaléncia de suinos sorologicamente positivos para Salmonella nos
estados de Santa Catarina e do Rio Grande do Sul foram identificados. Sessenta e cinco
granjas foram visitadas uma semana antes do abate dos animais para aplicacdo de
questionario e coleta de sangue. Por meio de anélise fatorial de correspondéncia maltipla
de varidveis explicativas (respostas do questionério) e explicada (soroprevaléncia), foi
possivel identificar a associacdo da maior soroprevaléncia com o seguinte conjunto de
varidveis nas granjas terminadoras: uso de racdo peletizada, distribuicdo de dejetos a
menos de 100m do local de captacdo de agua, ndo utilizacdo de comedouro do modelo
comedouro/bebedouro, transporte com freteiro misturando animais de vérias granjas. Ja
nas granjas de ciclo completo, ingredientes de racdo desprotegidos de outros animais,
auséncia de controle de roedores, ragdo seca, auséncia de cerca, ndo uso da pintura com
cal apds lavagem e desinfec¢do e a entrada de outras pessoas, além do técnico, na granja

foram os fatores de risco encontrados.

2.7. Vazio Sanitario e desinfeccéo

Nos sistemas de producdo de suinos ha procedimentos para interromper a cadeia de
contaminacao por microrganismos indesejaveis entre os lotes. Entre esses procedimentos,

as préaticas de limpeza e desinfeccdo sdo componentes criticos e indispensaveis para 0
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controle de patdgenos no ambiente, estando fortemente associadas a tipo de manejo,
caracteristicas e qualidade das instalacdes, condi¢do sanitaria dos suinos e natureza dos
patdgenos circulantes na populacdo. A principal origem da contaminacdo do ambiente de
criacdo é a prdpria populacdo alojada, pela excrecdo das bactérias entéricas patogénicas e
comensais nas fezes, as quais podem refletir a condi¢do de satde dos suinos, especialmente
nas fases precoces da producao.

O ambiente apresenta, freqlientemente, alta taxa de recuperagdo de Salmonella sp.,
indicando uma possivel persisténcia da contaminacdo, fazendo com que as granjas
apresentem ciclos de recontaminagdo com linhagens préprias de Salmonella sp.
(BERENDS, et al., 1996). As amostras ambientais ndo sdo a unica fonte de infeccao para os
suinos, mas as mesmas podem estar envolvidas na contaminacao de lotes subseqlientemente
alojados, caso medidas de limpeza adequadas nao sejam tomadas (LETELLIER et al.,
1999). Estudos demonstram que suinos podem ser infectados por Salmonella ap6s expostos
ao ambiente contaminado por um periodo de apenas duas horas (HURD et al., 2001).
Assim, aspectos relacionados a limpeza e desinfeccdo adequadas, tornam-se de grande

importancia no controle da contaminagéo por Salmonella sp.

Uma limpeza prévia das instalacbes antes da aplicacdo dos desinfetantes tem por
finalidade a obtencdo de superficies limpas, uma vez que a maioria dos desinfetantes sdo
inativados pela matéria organica. Sua presenca sobre as superficies dificulta ou até mesmo
torna impossivel a penetracdo dos desinfetantes em todas as frestas onde possam alojar-se
0s microrganismos. Dessa maneira, uma limpeza prévia permite uma acao direta do produto
sobre 0s agentes causadores de doenca (SOBESTIANSKY et al., 1999). Segundo 0s
mesmos autores, aumentar a dose do produto desinfetante ndo ira compensar a falta de uma
limpeza prévia.

Adicionando um detergente a agua de lavagem, assegura-se um maximo de
impregnacdo e limpeza, visto que estas substancias tém acdo umedecedora e surfactante
que, quando adicionadas na agua, reduzem a tensdo superficial, aumentando a capacidade
de penetracdo da agua e o poder de remocdo da sujeira aderida no piso, nos equipamentos e
nas paredes de uma instalagdo. Além disso, eles tém efeito emulsificante, dissolvendo e,
sobretudo, saponificando as gorduras, impedindo que as mesmas voltem a se depositar
sobre as superficies (HUBER, 1992).
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A desinfeccdo consiste na eliminagdo de microrganismos indesejaveis de materiais
inanimados limpos, através de processos quimicos ou fisicos, que atuam sobre a estrutura
ou 0 metabolismo desses microrganismos, independentemente de seu estado funcional
(VIEIRA, 1985).

As medidas de higiene e seguranca sanitaria na producdo animal, abordadas pelo
Codigo Zoosanitério Internacional, demonstram que ha poucos desinfetantes universais, e
que é preciso controlar a atividade dos produtos existentes no mercado. E preciso avaliar a
eficicia dos produtos, utilizando a amostra do microrganismo de interesse e a concentracao
recomendada pelo fabricante (KICH, et al. 2004)

Agentes desinfetantes sdo substancias usadas para controlar, prevenir ou destruir
microrganismos prejudiciais (bactérias, fungos) e inativar virus em objetos inanimados ou
superficies. E importante salientar que o processo de desinfeccdo ndo equivale a
esterilizagdo ou a limpeza (GREZZI, G., 2007).

A desinfeccdo completa somente pode ser executada apds a retirada dos animais das
instalacGes. Assim, somente obtém-se 0 méximo de acdo do desinfetante, uma vez que a
auséncia de animais e de equipamentos permita que o produto tenha um contato direto com
0s microrganismos e tempo suficiente para agir (SOBESTIANSKY et al., 1999).

O tempo de acdo dos desinfetantes depende essencialmente da temperatura e da
natureza da superficie, visto que nenhum desinfetante tem efeito instantaneo. Portanto,
quanto mais baixa for a temperatura da superficie, maior deve ser o tempo necessario para a
acdo, visto que temperaturas baixas diminuem o efeito dos desinfetantes, assim como
superficies lisas, principalmente paredes verticais, em funcdo da aderéncia dos
desinfetantes ser menor, os quais ficam com sua acdo prejudicada em funcdo do baixo
tempo de contato (SOBESTIANSKY et. al, 1999).

Os desinfetantes ndo séo igualmente eficientes quando usados como bactericidas,
fungicidas ou viricidas, assim como diferencas em sua a¢cdo também ocorrem entre espécies
dentro de grupos de microrganismos, visto que alguns desinfetantes destroem apenas
determinadas categorias deles. Em face disso, como forma de aumentar a eficicia da
desinfeccdo, tem sido recomendada a rotacdo de desinfetantes visando aumentar o espectro
de atividade e para evitar a selecdo de microrganismos patogénicos e nao patogénicos que

servirdo de reservatdrio de genes de resisténcia. A periodicidade recomendada para a troca
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de desinfetante varia de trés a seis meses e depende do plano de limpeza e desinfeccdo
adotado (HUBER, 1992).

A qualidade da &gua utilizada é importante tanto para limpeza como para
desinfeccdo. A utilizacdo de &guas poluidas causa uma diminuicdo da eficacia do
desinfetante, uma vez que parte dele é consumida para desinfetar a d&gua de dilui¢do antes
da solucgdo ser aplicada sobre as superficies. Assim, a carga de matéria orgénica, a dureza e
o pH da agua podem interferir sobre a eficiéncia do desinfetante empregado
(SOBESTIANSKY et. al., 1998).

O conhecimento do material ou superficie que se pretende desinfetar, quanto a
presenca de matéria organica, tipo de material, e das caracteristicas quimicas e biocidas dos
desinfetantes é de muita importancia para a escolha do melhor produto a ser utilizado.
Varios principios ativos estdo disponiveis no mercado, os mais utilizados na suinocultura
tém sido os compostos de amdnia quaternaria, glutaraldeido, e fendlicos.

Os compostos de amdnia quaternaria séo largamente utilizados como anti-septicos
e desinfetantes, devido a sua acdo surfactante e a baixa toxicidade, aliado ao seu poder
microbiocida. Esses compostos sdo considerados antimicrobianos de pequeno espectro de
acao, por agirem sobre bacterias ndo esporuladas, fungos e virus com envoltorio lipidico,
inativando-os, ndo sendo, porém capazes de inativar esporos bacterianos, micobactérias e
virus sem envelope (MCDONELL; RUSSEL, 1999).

A atividade antimicrobiana dos compostos de aménia quaternaria foi descoberta por
Domagk em 1935 (MIYAGI et al., 2000). A partir de entdo, esses compostos passaram a ter
grande importancia comercial, sendo sintetizados inumeros derivados, com toxicidade e
espectro de acdo diversos (MERIANOS, 1991).

Os compostos quaternérios de amodnia causam desnaturacdo e precipitacdo das
proteinas de membrana celular e citoplasma, quebram complexos lipoprotéicos da célula
bacteriana liberando enzimas autoliticas e, em geral, combinam-se facilmente com
proteinas, gorduras e alguns fosfatos e tém alto poder de adsorcdo na parede celular, onde
exercem sua funcdo antibacteriana. Os derivados mais comuns da amonia quaternria
(quats) sdo cloreto de benzalcénio, cloreto de benzetonio, cloreto de metilbenzetonio,
cloreto de cetildimetil-benzilaménio e cloreto de cetilpiridinio (HUBER, 1992). Os quats

tém um alto poder bacteriostatico, potencializado pela formacdo de filmes ou peliculas
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sobre a superficie, com poder residual longo, por mais lisas que sejam estas superficies
(WIEST, 1984).

Cardoso (2000), verificou em estudo sobre a eficacia de desinfetantes sobre amostras
de S.Enteritidis que produtos a base de aménia quaternaria eram ineficazes frente 4 79/80
amostras testadas. De forma oposta, Borowsky et al. (2006) encontraram bom desempenho
desse grupo frente a 96 amostras de S.Typhimurium, resultado semelhante obtido por Kich
et al. (2004). Entretanto, nesse ultimo estudo a eficacia dos quaternarios de amdnia foi
severamente prejudicada pela adicdo de matéria organica ao ensaio.

O mecanismo de acdo do glutaraldeido esta fundamentado na alquilacdo de grupos
amino e sulfidricos (-SH) de proteinas e do nitrogénio do anel da base purica dos acidos
nucléicos (DNA e RNA) da célula bacteriana e, também, por poder interferir nas proteinas
de membrana e do citoplasma das bactérias (PAULINO, 1996).

No estudo de Cardoso (2000) produtos comerciais a base de glutaraldeido ndo
conseguiram inibir 35/80 amostras de S. Enteritidis no tempo de 5 minutos de contato,
enquanto apenas quatro foram resistentes apds 20 minutos de contato, demonstrando que o
numero de amostras resistentes foi influenciada pelo tempo de contato. O mesmo foi
constatado por Kich et al. (2004), quando o tempo de 5 minutos néo foi capaz de reduzir 4
logio na populacédo de isolados de S.Typhimurium expostos, enquanto 15 minutos alcango
essa reducdo no mesmo grupo de isolados. Ao lado disso, também para esse desinfetante a
adicdo de matéria organica determinou a perda de eficacia nos testes.

O fenol (&cido carbdlico), foi descoberto no alcatrdo ha mais de 100 anos, sendo o
primeiro anti-séptico usado por Lister em sua introducéo a cirurgia asseptica. Atualmente,
existem varias preparacbes comerciais derivadas do fenol, tais como clorofeno,
ortofenilfenol, timol, triclosan, p-tert-aminofenol (HUBER, 1992).

Cardoso (2000), testando o grupo dos fenodlicos frente a amostras de S. Enteritidis,
constatou que esse desinfetante foi o que obteve o melhor resultado, inativando todos os
isolados testados no tempos de 15 e 20 minutos de contato. Kich et al. (2004) também
concluiu que esse grupo apresentava o melhor desempenho inclusive em tempo de
exposicdo menor (5 minutos) e na presenca de matéria organica.

Os compostos iodados s@o outros desinfetantes amplamente utilizados. O iodo e seus

derivados causam desnaturacdo e precipitacdo de proteinas e oxidacéo de enzimas
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essenciais, interferindo nas reaces metabolicas vitais do microrganismo. O iodo também
interage com &cidos graxos insaturados, alterando as propriedades de lipidios em seu papel
de estabilizacdo de membranas (PAULINO, 1996).

Na decada de 50 a descoberta de que a associacdo de polivinil-pirrolidona com uma
substancia surfactante que poderia solubilizar o iodo deu inicio ao desenvolvimento de um
novo grupo de germicidas e higienizadores, os iodéforos. Esses produtos sdo derivados de
combinacdes de iodo com detergentes, agentes umedecedores, solubilizantes e outros
carreadores que podem conter um nivel tdo elevado de iodo quanto 30% de seu peso, dos
quais 70% podem ser liberados como iodo disponivel quando a solucdo for diluida
(HUBER, 1992).

A vantagem dos ioddforos, quando comparados as tinturas e soluc@es de iodo, é devido
a sua maior estabilidade em temperatura ambiente, por serem menos inativados pela
matéria organica e menos corrosivos para metais, além de manterem maior acao germicida

residual e raramente ocasionam reacdes alérgicas (PAULINO, 1996).

Martinez et al. (1999), estudando a acdo in vitro de 5 produtos desinfetantes compostos
de iodo frente a amostras de salmonelas, verificou que todos os produtos foram eficientes
quando utilizou apenas agua destilada como diluente, j& quando adicionou matéria organica
(fezes, racdo e cama), nenhum produto foi eficiente, demonstrando claramente que os

produtos a base de iodo perdem sua acdo germicida na presenca de matéria organica.



26

Presenca residual de coliformes totais e Salmonella sp, em granjas de terminacéo
de suinos ap0s vazio sanitario.

Sella A. !; Calveyra J.* ;Santos, M.C.*; Cardoso M.
'Setor de Medicina Veterinaria Preventiva — FAVET — UFRGS, Av. Bento
Gongalves, 9090, CEP 91 540-000, POA-RS. CEP 91 540-000, POA - RS -
Brasil.

alessandrasella@pop.com.br



27

RESUMO

Os procedimentos de limpeza e desinfeccdo sdo pontos chave na prevencdo da
contaminacdo por Salmonella sp. No entanto, pouco se conhece a respeito da eficacia de
protocolos de limpeza e desinfec¢do adotados em granjas de terminacdo de suinos. Desta
forma, este estudo teve como objetivo avaliar o nivel de contaminagdo residual de
Coliformes Totais e Salmonella sp. em granjas de terminacdo de suinos, e fazer um
levantamento dos protocolos de manejo, instalacbes e praticas de desinfeccdo mais
utilizadas durante o periodo de vazio dessas granjas. Foram amostradas 71 granjas de
terminacdo integradas a cinco agroindustrias, localizadas no Rio Grande do Sul. Em cada
granja, foi aplicado um questionario contendo itens relativos a estrutura e manejo das
instalacbes. Para a analise microbioldgica, suabes do piso das baias foram colhidos e
submetidos a quantificacdo de Coliformes Totais e pesquisa de Salmonella. A contagem de
Coliformes Totais encontrada nas granjas variou de 6 x10° até 4,33 x10° . Mesmo em
granjas integradas a uma mesma empresa houve uma grande variabilidade na presenca de
coliformes residuais ap6s a limpeza e desinfeccdo. Salmonella sp. esteve presente em
26,7% do total de granjas amostradas, com variacdo de freqliéncia entre as agroinddstrias
(0 até 100% das granjas). Observou-se também grande diferenca em termos de instalacdes
e praticas de manejo adotadas, o que podera servir para explicar a contaminacao residual
numa analise de risco futura. A partir disso, é possivel concluir que os protocolos de
limpeza e desinfeccdo adotados nas granjas sdo pouco eficazes, pois a contagem residual

de Coliformes Totais € muito elevada e permitem a presenca residual de Salmonella sp.

Palavras Chave: Salmonella, suinos, contaminacéo residual das granjas.
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ABSTRACT

Cleaning and disinfection practices are the basis of Salmonella control on swine farms. In
spite of that, little is known about the effectiveness of the cleaning and disinfection methods
used on finishing pig farms. The aim of this study was to evaluate the level of coliforms and
Salmonella residual contamination on finishing farms, and to assess the practices and
disinfection protocols adopted in the all in/all out management. Samplings were conducted
in 71 farms associated to five swine companies located in Rio Grande do Sul. On each
farm a questionnaire, including informations about building facilities and management,
was conducted. Pen floor swabs were taken and submitted to coliform enumeration and
Salmonella isolation. Coliform counts ranging from 6 x10% to 4.33 x10° were found on
the sampled farms. Even farms associated to a same company presented a high variation
on the coliform counts after cleaning and disinfection. Salmonella sp. was isolated in
26.7% of sampled farms, with a variation on the frequency (0 to 100%) according to the
company. A high variability was also detected on the building facilities and management
practices adopted. These data can be used in the future for conducting a risk factors
analysis. In conclusion, the cleaning and disinfection practices adopted in the sampled
farms are little effective, since a high residual coliform counts, and the persistence of
Salmonella were detected on the pen floor.

Key words: Salmonella, swine, residual contamination on farm.
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INTRODUCAO

As boas préaticas de producdo e industrializacdo, associadas a demanda por alimentos
seguros experimentam crescente prioridade no mercado de produtos de origem animal. A
partir disso, microrganismos causadores de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA)
passaram ndo apenas a ter importancia em saude publica, mas também implicacGes no
comércio internacional de alimentos. Salmonella sp. participa desse grupo de
microrganismos monitorados, uma vez que € uma das bactérias mais freglientemente

implicadas em surtos de DTAs reportados em varios paises (Mead et al., 1999).

Estudos realizados anteriormente relataram o isolamento de Salmonella sp. em suinos
ao abate (Bessa et al., 2004), em carcacas de produtos processados (Castagna et al., 2004) e
em linguica frescal amostrada no comércio (Mirmann et al., 2007). Nos levantamentos
conduzidos ao abate, os resultados de sorologia e isolamento indicaram que 0s animais
sofrem a infeccdo na granja de origem, freqiientemente durante o periodo de crescimento e
terminacdo (Kich et al., 2005; Schwarz et al., 2006).

Entre os diversos fatores de risco apontados para o nivel de animais soropositivos ao
abate, aqueles relacionados a biosseguranca foram os mais destacados (Kich et al., 2005).
Muller et al. (2005) constataram a existéncia de contaminag&o residual por Salmonella sp.
em granjas de terminagdo, demonstrando que o ambiente foi determinante para a conversao
de lotes livres no momento do alojamento em lotes com elevada soroprevaléncia e excre¢do

de Salmonella sp. ao abate.

A partir disso, o presente estudo teve por objetivo avaliar o nivel de contaminacgao
residual de granjas de terminagdo que executam manejo todos dentro/todos fora e fazer um
levantamento dos protocolos de manejo, instalacdes e praticas de desinfeccdo mais

utilizadas durante o periodo de vazio dessas granjas.
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no periodo de agosto de 2006 a agosto de 2007, em cinco
agroindustrias, localizadas em diferentes regides do Rio Grande do Sul. Foram amostradas
71 granjas de terminacdo de suinos representando diferentes condi¢des de manejo
produtivo, situacdo sanitaria, linhagens genéticas e origem dos animais. As granjas foram
visitadas durante o periodo de vazio sanitario apds a lavagem e desinfeccdo das instalacdes,
preferentemente em periodo proximo ao alojamento de novos lotes de animais. As visitas
foram acompanhadas pelo veterinério ou pelo técnico da empresa.

Como primeira etapa, foi conduzido um questionario (Anexo 01) contendo variaveis
associadas as caracteristicas estruturais das instalagdes, manejo, limpeza e desinfeccdo. O
questionario foi respondido pelo responsavel pela granja ou, ainda pelo préprio técnico da
empresa, enquanto os itens relacionados a conservacdo das instalacbes e presenca de
animais foram avaliados pela entrevistadora. Os itens relativos a piso e parede foram
classificados de acordo com a presenca de rachaduras e irregularidades da seguinte forma:
bom, até 30% da superficie com defeitos; regular ou intermediaria, de 40 a 70% da
superficie com defeitos; ruim, 70% ou mais da superficie com defeitos.

Logo apds, eram colhidos suabes do piso de 10% do nimero de baias existentes nas
granjas. A coleta era feita com suabes previamente umedecidos em agua peptonada
tamponada 1% em uma area de aproximadamente 100 cm®. Em cada baia eram feitos trés
suabes em regides diferentes do piso (central e duas laterais). Os trés suabes eram
colocados num mesmo tubo contendo 10 mL de &gua peptonada tamponada, totalizando
uma area amostrada de 300 cm?.

As amostras colhidas foram identificadas conforme a granja de origem e enviadas ao
laboratdrio, sob refrigeracdo. As amostras foram processadas individualmente, conforme a
baia coletada, sendo submetidas a protocolo de isolamento de Salmonella sp. e

quantificacdo de Coliformes Totais.
Isolamento de Salmonella sp.

As amostras foram submetidas ao protocolo de isolamento testado por Michael et al.

(2003). Para tanto 9 mL da amostra foram pré-enriquecidas em 90mL de agua peptonada
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tamponada 1%, seguida de enriquecimento seletivo (Caldos Rappaport -Vassiliadis e
Tetrationato, Merck) e isolamento em agar Verde Brilhante Lactose-Sacarose (BPLS,
Merck) e XLT4 (Difco). A seguir, colbnias tipicas selecionadas foram submetidas a
confirmacdo por testes bioquimicos e aglutinagio com soro polivalente somatico
(PROBAC). Os isolados confirmados como Salmonella sp. foram encaminhados para
sorotipificagdo na Fundacdo Instituto Oswaldo Cruz.

Quantificacdo de Coliformes Totais

Foram feitas dilui¢des seriadas de 10" até 10™ em agua peptonada 0,1% a partir
das amostras colhidas. De cada diluico foi depositado 1 mL, em placas de Petri estéreis,
em duplicata. Apos, verteu-se, aproximadamente, 20 mL de Agar Violeta Bile Azul de
Metileno (VRBGA; Oxoid) em cada placa, realizando-se imediatamente a
homogeneizacdo. Apods a solidificagdo do meio, colocou-se uma sobrecamada do mesmo
meio de cultura para criar um ambiente anaerdbio. As placas foram incubadas a 37°C por
24-48h. A leitura foi realizada contando-se as col6nias tipicas roxas-escuras (lactose
positiva). As coldnias contadas foram interpretadas como sendo Coliformes Totais, sendo
sua quantificacdo obtida pela multiplicacdo do nimero de coldnias pelo inverso da diluicdo
onde foi realizada a contagem. Para calcular a contagem de Coliformes Totais por cm?® de
piso amostrado, dividiu-se a contagem obtida pelo fator 30, uma vez que cada mililitro da
solucdo, onde haviam sido colocados os suabes colhidos, equivaliam & 30 cm? de area
amostrada (300cm?/10mL de 4gua peptonada tamponada 1%), conforme Silva et al. (1997).

Nas granjas onde foram colhidos suabes em mais de uma baia, foi calculada a média das
contagens obtidas nas amostras colhidas, sendo esse valor considerado a contagem de

Coliformes Totais da granja.
Anélise dos dados

Os resultados das analises microbiol6gicas, bem como as demais informagdes da granja

de origem das amostras, foram analisados através de estatistica descritiva.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As contagens de Coliformes Totais nas 71 granjas apresentaram uma amplitude
elevada, com uma variacéo entre 1,8x10% a 8,6x10°.UFC/ cm? nas amostras colhidas nas
baias. A contagem de Coliformes Totais encontrada nas granjas, que equivale a média das
contagens obtidas nas baias amostradas, variou de 6 x10° até 4,33 x10° . Mesmo em
granjas integradas a uma mesma empresa houve um intervalo expressivo entre as
contagens minimas e maximas obtidas (Tabela 1), indicando uma grande variabilidade na

presenca de coliformes residuais apds a limpeza e a higienizacao das granjas.

Tabela 1 — Contagens média, minima e maxima de Coliformes Totais e nUmero de baias
com presenca de Salmonella sp. em granjas de terminacdo de suinos integradas
a cinco agroindustrias no Rio Grande do Sul.

Empresa Granjas com
(numero de Coliformes Totais (UFC/cm?) presenca de
granjas) Salmonella
sp.
Mediana Média Minimo Maximo
A 4,0x 10° 4,7x 10° 7,3x10°2 7,3x10 " 0/17
(n=17)
B 9,6 x 10° 7,5 x 107 1,2x10° 1x10° 5/21
(n=21)
C 6,0 x 10* 1,4x 10° 6x 102 9,3x10° 4/18
(n=18)
D 7,5 x 10 7,8 x 108 36x10° 43x10° 6/6
(n=6)
E 4,3 x 107 9,1x 10’ 1,1x10° 22x108 9/9
(n=9)

Existem poucos dados publicados a respeito da eficacia da limpeza e desinfeccdo na
diminuicdo da contaminacdo residual em granjas de suinos. Mannion et al. (2006)
compararam as contagens obtidas em pisos de baias sujas e limpas em granjas de suinos da
Irlanda e concluiram que as praticas de limpeza adotadas garantiam uma reducdo

significativa das contagens de Coliformes Totais. Nesse estudo, as contagens em baias
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limpas variaram de zero até 4 logy, UFC/cm?® , valores abaixo das médias de todas as
agroindustrias no presente estudo.

Né&o existe, no nosso conhecimento, um parametro estabelecido como aceitavel em
termos de contagens bacterianas ap6s a limpeza e desinfeccdo em granjas de suinos. Na
inddstria de alimentos os niveis aceitaveis de meséfilos totais ndo ultrapassam 50 UFC/cm?
(Silva Jr., 1996). Mesmo considerando, que os parametros para piso de baia ficariam bem
acima desse indice, as médias e medianas encontradas no presente estudo permitem afirmar
que a limpeza e desinfeccdo ndo foram adequadas na maioria das granjas amostradas.

Os protocolos de limpeza adotados incluiram o uso de desinfetantes pertencentes a
principios ativos amplamente utilizados na suinocultura (Tabela 3). Entretanto, se a etapa
de desinfecgdo ndo foi precedida por uma remogéo adequada da matéria organica presente
no piso, é possivel que tenha havido um prejuizo na eficacia do principio ativo. Em estudo
realizado “in vitro” Kich et al. (2004) demonstraram que, em presenca de matéria organica,
os desinfetantes a base de quaternario de amoénia, iodéforo e glutaraldeido ndo foram
capazes de reduzir a populacdo de Salmonella sp. testada em 4 logso, indice considerado
aceitavel (DEFRA, 2003).

As avaliacbes de contaminagdo residual demonstraram que Salmonella sp.
também esteve presente em 26,7% do total de granjas amostradas. Esse indice é maior
que o reportado para creches (15,71%) amostradas por Silva et al. (2006), o que pode ser
justificado pelo maior rigor com que sdo conduzidos os protocolos de limpeza e
desinfeccdo nas instalagdes de creche. Entretanto, esteve abaixo dos 41,67% reportados
por Kich et al. (2005) ao amostrar pisos de granjas de terminacdo integradas a uma
agroindustria em Santa Catarina. Por outro lado, ao considerar as agroindustrias
separadamente, observa-se uma grande variabilidade nos resultados. Enquanto na
agroindustria A ndo foi detectada a contaminagdo residual por Salmonella sp., nas
agroindustrias D e E todas as granjas amostradas tinham ao menos uma baia positiva.

O género Salmonella tem longa persisténcia no ambiente, podendo permanecer
viavel por meses em matéria organica. Dessa forma, a desinfec¢do adequada, precedida
pela remocao criteriosa de matéria organica deve ser a base de programas de controle
nas granjas, uma vez que a persisténcia residual de Salmonella na instalacdo associada

ao ciclo fecal-oral que ocorre apds a infeccdo de animais alojados em baias
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contaminadas foi apontada como responsavel pela contaminacdo de lotes de suinos
negativos (Muller et al., 2005, Kich et al., 2005).

Os isolados de Salmonella submetidos a sorotipificacdo foram identificados como S.
Derby (n=18) e S. Muenchen (n=1). Mesmo considerando que foi sorotipificado apenas
um isolado obtido em cada granja positiva, chama a atengéo o fato de a quase totalidade
pertencer a apenas um sorovar. De forma contraria, estudos conduzidos em amostras
colhidas de suinos ao abate e durante o alojamento nas granjas demonstraram o
isolamento de multiplos sorovares (Bessa et al., 2004, Castagna et al., 2004, Kich et al.,
2005). S. Derby tem sido freqlientemente isolada de suinos (Bottledoorn et al., 2004;
Bessa et al., 2004), dessa forma a hipdtese que este sorovar possa ter uma maior
capacidade de persistir no ambiente da granja precisa ser melhor investigada.

N&o parece haver uma tendéncia de associacdo entre a média de Coliformes
Totais encontrada na agroindustria e a frequéncia de isolamento de Salmonella sp. nas
granjas. Da mesma forma as contagens encontradas nas baias em que houve isolamento de
Salmonella sp. (Tabela 2), ndo parece diferir das médias calculadas para a granja, ou das
médias e medianas encontradas nas agroinddstrias. Entretanto, como discutido
anteriormente, as médias de Coliformes Totais encontradas foram muito elevadas em todas
as agroindustrias, o que leva a supor que, se havia Salmonella sp. presente no lote alojado
anteriormente ao vazio sanitario, o protocolo de limpeza e desinfeccdo adotado ndo obteve
a reducéo de Coliformes Totais e ndo foi capaz de eliminar Salmonella sp.

Finalmente, ao analisar as caracteristicas observadas nas granjas amostradas,
observa-se uma grande variacdo em termos de instalacdes e praticas de manejo adotadas
(Tabela 3), o que poderd servir para explicar a contaminacdo residual por Coliformes
Totais e Salmonella sp., numa anélise de risco futura.

Por outro lado, varios desses itens ja foram apontados como fatores de risco para
a infecgdo por Salmonella sp. em rebanhos suinos. Entre esses itens encontram-se: o
controle de roedores e moscas (Kich et al., 2005; Silva et al., 2007), nimero de origens dos
animais (Lo Fo Wong et al., 2004), tamanho do rebanho (Dahl, 1997; van der Wolf et al.,
2001), o destino dos dejetos e a contaminacdo da fonte de agua (Kich et al., 2005) e

divisoria entre baias que permitem contato dos animais (Lo Fo Wong et al., 2004).



35

No presente estudo, o niUmero médio de animais alojados variou de 260 até 680,
refletindo o tamanho das granjas visitadas. Estudos de fatores de risco reportam resultados
conflitantes em relagcdo ao nimero de animais alojados na granja. Em alguns estudos (Van
der Wolf et al., 2001) o tamanho da granja é apontado como um fator de risco para a
infeccdo por Salmonella sp. em suinos, provavelmente por estar associada a outros fatores
como numero de origens de animais, entrada de racdo e manejo de instalacdes de maior
porte. Entretanto, na maioria dos estudos esse fator ndo é citado, especialmente nos casos
em que o maior tamanho da granja vem acompanhado de maior tecnificacdo e protocolos
mais padronizados de manejo.

Em relacdo a densidade de animais alojados por baia, enquanto nas agroinddstrias
A, B e C a maioria das granjas apresentava até 20 animais em cada baia, nas granjas da
empresa D e E esse nimero era bastante superior. Esse fator ndo costuma aparecer na
maioria dos estudos realizados, uma vez que, em varios paises, as regulamentacfes
concernentes ao bem-estar animal limita o nimero de animais por baia (Lo Fo Wong et al.,
2004). Entretanto, é possivel supor que a maior densidade de animais contribui facilitando
a disseminacdo da infeccdo e induz a um estado de estresse que induz a excrecdo de
Salmonella sp. pelos portadores.

Comparando os itens levantados nos questionarios conduzidos na agroindustria A,
onde a contaminag&o residual por Salmonella ndo foi detectada, com os resultados das
agroindustrias D e E com isolamento da bactéria em todas as granjas amostradas, observa-
se que existem diferencas entre as condicOes de instalacdo e de manejo.

As granjas da empresa A sdo em média mais novas, apresentam instalacdes de
concreto, com as divisérias na maioria das vezes compactas. Todas as instalagdes contam
com forro, cortinas e telas. Em 76% das granjas ndo havia a presenca visivel de animais,
como cdes, gatos, passaros, galinhas, no momento da visita. Todas as granjas realizam
controle de ratos e moscas. Nas empresas D e E a construgdo predominante é do tipo mista
e, no minimo, na metade das granjas a divisoria permite o contato de animais de baias
diferentes. A maioria das granjas ndo apresenta forro e telas; nem todas realizam controle
de roedores e moscas. Havia a presenca de outros animais nos galpdes, como passaros,

caes e galinhas.
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As diferencas detectadas entre esses dois grupos de granjas podem estar
influenciando na eficacia da desinfeccdo, uma vez que instalacbes mais novas e construidas
com material de mais facil limpeza auxiliam na remocao de matéria organica. Da mesma
forma, a presenga de barreiras para a entrada de animais (telas, forros) e programas de
controle de roedores e vetores também podem diminuir a recontaminacao das instalacfes
apos a desinfeccdo. Entretanto, todos esses fatores também podem levar a uma menor
pressdo de infeccdo por Salmonella sp. no lote de animais, resultando num menor nivel de
excrecdo e diminuindo a presenca residual da bactéria no ambiente, o que também pode
explicar a diferenca encontrada.

A partir disso, € possivel concluir que os protocolos de limpeza e desinfeccéo
adotados nas granjas sdo pouco eficazes, pois a contagem residual de Coliformes Totais é

muito elevada. Esse fato pode resultar igualmente na presenca residual de Salmonella sp.
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Tabela 2 - Contagem de Coliformes Totais em baias com presenca de Salmonella sp. de

granjas de terminacdo de suinos integradas a quatro agroindustrias no Rio Grande do Sul.

Empresa Granja/Baia Coliformes Totaisna  Média de Coliformes Totais na
Baia Granja
(UFClcm?) (UFClcm?)
B Al 1x10° 9,6x10°
A2 1,2x10°
A3 6x10°
C1 1,4x10° 1 x10°
D1 7,6x10° 7,0 x10°
D2 6,6x10°
F1 8.6x10’ 4,0 x10®
F2 1,3x10’
H1 2,6x10° 1,0 x10°
H2 4x10°
""" CE;18x10“8x1o‘r
F1 1,5x10° 1,2 x10°
G1 8,6x10* 1,3 x10°
H1 1,3x10° 8 x10*
""" [') Al sex1w® 0 rxwet
A2 5,3x10°
B1 1x10° 5x10°
C1 1x10° 4,3 x10°
C2 1x10%
C3 3x10°
D1 1,5x10° 3,6 x10°
E1 1,3x10’ 2 x10’
E2 2x10’
E3 1,3x10°
F1 2,9X10° 2,8 x10®
F2 1X10’
""" E8115x10832x107
C1 3,3x10° 1,1 x10°
C2 8,3x10*
C3 8,3x10*
El 2,6x10° 2,2 x10®




Tabela 3 - Distribuicao de algumas caracteristicas de instalagdo e manejo de granjas de
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terminacdo de suinos integradas a cinco agroindustrias no Rio Grande do Sul.

Caracteristica

NUmero médio de animais
NUmero de animais/baia (%)
até 20
20-40
>40
Vazio (dias)
Granja fechada (dias)
NUmero de origens dos animais
Tipo de construgéo (%)
Concreto
Madeira
Mista
Diviséria (%)
Compacta
Vazada
Mista
Estado de conservagdo do piso
(%)
Bom
Regular
Ruim

Forro na instalacéo (%)
Presenca de tela (%)
Fossa cheia (%)
Presenca de outros animais (%)
Controle de roedores (%)
Controle de moscas (%)
Origem da agua (%)
Poco
Fonte
Cloracéo da agua (%)
Duracéo da limpeza (%)
até 3 dias
3-6 dias
> 6 dias
Uso de cal (%)
Principio ativo mais usado na
desinfeccdo (%)

Empresa (nUmero de granjas visitadas)

A B
(n=17) (n=21)
357 454
100 76,2

0 19,0
0 4,8
5-15 10-21
3-15 3-21
1-4 1-3
100 23
0 19
0 57
88 28
12 72
0 0
82 81
17 19
0 0
100 14,3
100 19
100 42,9
24 5
100 100
100 100
47,1 9,5
52,9 429
76,5 90,5
41,2 14,3
47,0 23,8
11,8 61,9
18 85

Fendlico  Quaternario
(76%) de Amonia
(52%)

C
(n=18)
260

66
28

0
100
38,9
100
38,9
16,7

72,2
44,4
50,0

52,9
29,4
17,7
100
Fendlico
(100%)

D
(n=6)
378

0
33,3
66,7

2-10
1-10
2-6

17
16
67

50
17
33

66
17
17

0
33,3
50,0

17
66,7
66,7

50,0
50,0
100

100
0
0
67
Glutaraldeido
(80%)

E
(n=9)
680

0
88,8
11,2

10-14
1-14
1-2

22
0
73

33
67
0

33
55
12

0
11,1
44,4

33
88,9
66,7

0
100
44,4

88,9
11,1
0
56
Peréxido
(67%)
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ANEXO |

Inquérito Epidemioldgico Terminagédo

Data da aplicacdo do questionério: / /
Granja:

Nome do produtor:

Localidade

Municipio Estado
Responséveis pelo preenchimento do questionario

| Questao Resposta

1 | Tamanho do plantel

2 | Tipo de producéo: () Sobre piso () Cama sobreposta

3 | Agranja possui funcionario exclusivo para a termina¢do? | ( )sim ( )ndo

4 | Possui baia hospital () ndo, tipo recolhimento?
()sim

5 Idade recebimento animais:

6 | Nimero de galpdes:

7 | Fazvazio: () sim, quanto tempo? ( ) ndo
8 | Dejetos: ( ) Fossainterna, faz limpeza( )nédo ( )sim, com que
frequiéncia?

() Fossa externa, faz esvaziamento ( )ndo
( )sim, com que freqiéncia?
( ) Canaleta

9 | Qual a distancia da unidade de terminag&o com outra
instalacdo de suinos mais proxima?
10 | Tipo de construcdo das instalacdes: ( )madeira ( )concreto ( )mista

11 | Area total da sala (largura e comprimento):

12 | Pé direito:

13 | Utiliza forro na sala? ()sim ( )ndo

14 | Utiliza cortinas na sala? ()sim ( )ndo

15 | Piso das baias: () Totalmente compacto

() Parcialmente ripado
() Totalmente ripado
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16

Material do piso:

a) compacto:
() cimento

() madeira

() outros, qual?
b) vazado:

() ferro

() concreto

() madeira

() outro, qual?

17

Idade da granja

18

Rag&o consumida na visita

19

Ne de baias:

20

Area das baias (largura e comprimento):

21

Lotagdo: n° médio de leitdes/baia?

22

Estado de conservacéo do piso:

a) compacto:

() bom (sem fendas, cavidades ou rachaduras).
() regular (presenca de pequenas rachaduras,
cavidades ou fendas).

() ruim (piso desgastado, com muitas rachaduras,
cavidades e fendas)

b) vazado:

() bom (sem fendas, cavidades ou rachaduras).
() regular (presenca de pequenas rachaduras,
cavidades ou fendas).

() ruim (piso desgastado, com muitas rachaduras,
cavidades e fendas)

23

Paredes:

Natureza do material quanto a rugosidade das paredes:

() superficie lisa, sem cavidades
() superficie com pequenas cavidades
() superficie com grandes cavidades

24

Estado de conservagdo das paredes:

() bom, sem rachaduras, fendas ou cavidades
() regular, com poucas rachaduras, fendas ou
cavidades

() ruim, (desgastada, com rachaduras, fendas ou
cavidades)

25

Divisérias

Altura:

() totalmente compacta, tipo de material
() totalmente vazada, tipo de material

() combinada: compacta m de comp
vazada m de comp

26

Estado da pré fossa no dia visita:

( )vazia

() lavada

() desinfetada

() contendo dejetos.

Qual a distancia até o piso ripado? m
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27

Presenca de sujeira residual na sala:( 1=limpo,
2=intermedidrio e 3=sujo)

Piso
Parede
Corredor
Pré-fossa

(
(
(
(

— — — —

28

Fez desinfeccédo dos corredores?

( )n&o ( )sim, como?

29

Tempo de duragao da limpeza:

30

Limpeza seca da sala antes da desinfeccao:

() com pé e vassoura
() outros, quais?

31

Uso de material de limpeza (pa e vassoura):

() exclusivo da sala
() exclusivo da unidade
() usa em varias instalagdes.

32

Limpeza Umida antes da desinfecgéo:

() &gua sob pressdo
() &gua e vassoura ou escova
() &gua sob pressdo com vassoura ou escova

33

Utilizag&o de detergente na limpeza da sala:

() sim, qual? como? () ndo

34

Desinfeccédo quimica:

()sim,volimz......cc.ocovevvinnen. ( ) néo

35

Desinfec¢do quimica:

Produto 1:
Dose: mi/l
Produto 2:
Dose: mi/l
Produto 3:
Dose: mi/l

36

Equipamento usado para desinfecgéo:

() bomba costal
() lava jato de alta presséo
() outro:

37

Utiliza caiacéo:

() sim, antes da desinfeccdo ( ) depois da
desinfecgdo ( )
( )ndo

38

Apreciacdo geral da sala;

() bem conservada, com pintura e equipamentos em
bom estado.

() intermediaria

() ruim, sem conservacéo e desorganizada

39

Acesso de outros animais nas instalagdes:

gatos
caes
galinhas caipiras

Passarinhos
Outros, quais?

40

Presenca de ratos ou trilhas nas instalagdes?

()
()
()
() Pombos
()
()
()

sim ( )ndo

41

Presenca de moscas na propriedade?

( )insignificante () pouco  ( ) muito




42 | Faz controle de roedores?

( )ndo ( )sim, como?

42

43 | Faz controle de moscas?

( )ndo ( )sim, como?

52 | Tipo de aberturas:

( ) Janeldo
() Cortina
() Aberto

53 | Manejo da sala durante o vazio sanitario:

Abre as salas durante o vazio? ( ) ndo ( ) sim,
Quanto tempo sala e cortinas fechadas?

54 | Tipo de bebedouro:

55 | Avaliagdo dos bebedouros na ocasido da visita:

() limpo () sujo

56 | Tipo de comedouro:

57 | Avaliacdo dos comedouros na ocasido da visita:

() limpo () sujo

58 | NUmero Origens Maternidade - Creche

59 | NUmero Origens Creche - Terminagao

60 | Histérico Ocorréncia Circovirus (a qto tempo)

61 | Usa vacina autégena contra circovirus

( )ndo ( )sim, quando?

62 | Mortalidade Terminagao

63 | Maiores Problemas

() Respiratorios () Entéricos

64 | Genética

65 | Usa cloro na dgua

( )ndo ( )sim

66 | Tela anti passaros

( )ndo ( )sim, Obs?

67 | Fonte de agua

OBSERVACOES:
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ANEXO 11

1. Protocolo de Avaliagéo e Controle de Salmonella sp.

Fase 1 — Detectar a presenca de Salmonella sp. em baias de granjas de terminagdo durante o vazio

sanitario.

Objetivo:
Verificar a presenca de agentes bacterianos residuais em granjas de terminag&o de suinos, antes do

alojamento de novos lotes de animais.

Delineamento Experimental:

Escolha de 10 UTs de diferentes origens;

De cada instalagdo escolhida para a amostragem, deverdo ser colhidas amostras de
aproximadamente 10% da metragem, através da aplicacdo de suabes.

Ex.: Galpdo 10 X 100 (1000m2) com baias 4 x 4 (16 m2). Amostrar 100 m2, ou seja, 6 baias Deverao
ser realizadas 3 amostras de 100cm? (quadrado de 10 X 10), atraves da raspagem com suabes de
regides do fundo da baia, centro e cocho. Em seguida, os trés suabes de cada baia deverdo ser
colocados em um tubo com 10ml de &gua peptonada.

Na mesma visita a Unidade de Terminagdo, deverd ser aplicado um questionario (inquérito
epidemioldgico) a fim de implementar a avaliagdo de fatores de risco para a contaminacdo por
Salmonella sp.

O material coletado sera analisado no Setor de Medicina Veterinaria Preventiva da UFRGS.
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PERSPECTIVAS

A partir dos dados deste estudo, sera realizada a andlise dos fatores de risco. Para
isso serd realizado outro tratamento estatistico, cuja variavel resposta e as variaveis
explicativas serdo submetidas a analise por regressdo logistica para a identificagdo dos
fatores de risco associados a contaminacao residual nas granjas.

Os fatores de risco, por sua vez serdo incluidos em protocolos de controle de

Salmonella sp. em suinos.



