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CONTROLE DE SALMONELLAEM
SUINOS: SITUACAO ATUAL E

ESTRATEGIAS BASEADAS NA RELACAO
HOSPEDEIRO-PATOGENO

A salmonela ainda é uma das principais causas de intoxicacao alimentar em todo mundo. As
estratégias de controle de salmonela na producédo de suinos apresentam diferentes focos. Alguns
paises preferem focar o controle dentro do abatedouro-frigorifico; outros baselam-se no conceito
da precaucéo, dirigindo suas intervengdes também para as fases anteriores ao abate.
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Society Congress (IPVS), Dahl (2012) discutiu este tema,
considerando a carcaca apds o resfriamento como ponto
final do processo de controle. Ao mesmo tempo, alertou
que operacoes posteriores improprias podem favorecer
amultiplicacdo do patégeno, aumentando 0 1iSCO para 0s
consummidores. Alguns paises preferem focar o controle

dentro do abatedouro-frigorifico, em alguns casos langan-




do mao da descontaminagdo de carcagas; outros paises
baselam-se no conceito da precaugdo, dirigindo suas

Intervencdes também para as fases anteriores ao abate.

SITUACAO ATUAL

O papel de fontes de infec¢ao especificas na contamina-
G&o final das carcagas é dificil de ser medido e varia entre
sistemas de producéo. Kich et al. (2011) determinaram
como fontes de infecgdo em granjas terminadoras de
sufnos no Sul do Brasil: contaminac&o residual entre lotes
na granja e na espera do abatedouro; leitdes excretores de
salmonela no alojamento e presenga da bactéria na racao.
Somado a isso, a variabilidade genética dos isolados de
Salmonella, recuperados de linfonodos mesentéricos ao
abate, sugere infeccdo mista ou repetida ao longo da vida
dos animais. Em termos de similaridade genotipica, isola-
dos de linfonodos profundos (pré-escapular e subiliaco)
estavam relacionados com isolados do piso da granja,
recuperados anteriormente ao alojamento dos suinos.
[sso demonstra um efeito do tempo, ou seja, infeccdes
no iicio da terminagdo que possibilitaram a difusdo até
os linfonodos profundos, persistindo até o momento do
abate. Por outro lado, isolados de carcaga estavam rela-
cionados com aqueles encontrados na baia de espera do
abatedouro, o que comprova a importancia deste periodo.
Na fase pré-abate, podem ocorrer contaminagoes exter-
nas (pele e cavidade oral) ou a infecgdo via oral, seguida
de multiplicacdo e répida excregdo no contetido fecal
(Hurd et al. 2001). As baias de espera, em nossa opiniao,
funcionam como um "funil” para onde s&o transportadas
e depositadas as cepas de salmonela originadas das diver-
sas exposi¢coes que ocorrem durante a vida dos animais,
compreendendo todas as fases e fontes de infeccdo. Sem
duvida, a prevaléncia de animais excretores de salmonela
no abate Impacta na contaminagéo final da carcaca. Por
melhor que sejam as rotinas de abate e processamento,
¢ dificil atingir “zero” de contaminagéo fecal durante a
evisceragdo. Desta forma, a contaminagdo superficial
das carcagas sera decorrente tanto da prevaléncia de
animais positivos, quanto dos riscos inerentes ao proces-
so adotado pelo abatedouro-frigorifico, esse tltimo foco
permanente dos programas de controle de qualidade.
Toda esta complexidade faz-nos acreditar que programas
de controle integrados tém mais chance de sucesso do
que aqueles direcionados a elos isolados da cadeia de
producao de suinos.

Na tltima década, nosso grupo de pesquisa tem contri-
buido para a compreenséo da dindrnica da transmissao,
fontes de infecgao e fatores de risco para a ocorréncia de
salmonela na suinocultura tecnificada do Sul do Brasil.
Estudamos também pontos criticos para a contaminagao
durante o abate e evisceracao, bem como no processo de
fabricagao de racoes.

No abate e evisceragao, foi confirmado que o chamusca-
mento deve constituir um ponto critico de controle, apesar
da APPCC genérica adotar a evisceracao como PCC. A
eficacia do chamuscamento bem conduzido na eliminagdo
da contaminacao superficial por salmonela foi claramente
demonstrado, ndo obstante grande diferenca na execugio
dessa etapa foi observada entre plantas frigorificas (Silva
etal., 2012). Considerando as varias situagdes possiveis
ao abate, podemos discriminar: 1. plantas com praticas e
processos impréprios de abate e que recebem animais
portadores, sofrem a amplificagdo da contaminacdo ao
longo da linha de processamento e apresentam alta pre-
valéncia de carcagas positivas; ii. plantas que receberem
lotes com baixa prevaléncia e seguem um protocolo rigido
de boas praticas de fabricagédo (BPF) e anélise de pontos
criticos de controle (APPCC), mantém niveis baixos de
contaminacao de carcagas; lil. plantas que recebem lo-
tes de animais com alta prevaléncia de portadores, mas
apresentam bom programa de BPF e controle de pontos
criticos, apresentam oscilagdo nos resultados de conta-
minacado de carcacas (alto/baixo). Esta situacdo remete,
novamente, a concluir que é preciso diminuir a pressao
de contaminacéo ao abate, pela reducéo da prevaléncia
de animais portadores e excretores. Embora a soropreva-
léncia de animais ao abate ndo seja um preditor linear da
contaminacao de carcagas, a correlacdo entre o nivel de
salmonela nas granjas e nas carcagas ja foi anteriormente
demonstrado (Sorensen et al. 2004; Baptista et al. 2010).
Em nossa opinido, a soroprevaléncia dos lotes em idade
de abate € um indicador do nivel de biosseguranga no
qual esses animais foram criados ao longo do ciclo de
producao. Sorologia positiva reflete o contato dos animais
com a bactéria em algum momento apds o desmame. Na
maioria dos Casos, a Soroconversao ocorre na terminacao;
e 0s animais podem eliminar a infecgio ou tornarem-se
portadores/excretores. Como salmonela tende a perma-
necer cronicamente nos linfonodos mesentéricos, animais
portadores amplificam a excregéo fecal em ocasides de
estresse, como o periodo pré-abate.
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Estudo conduzido em fabricas de racéo que estavam em

conformidade com a Instrucao Normativa 4 do Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (Mapa) (Brasil
2007), observou que o escore obtido no Roteiro de Inspe-
cao dessa normativa ndo apresentava correlacao com a
média de coliformes totais verificada em itens em contato,
direto ou indireto, com a racdo durante sua elaboracao.
Os resultados demonstraram que a adequacao a legis-
lacdo é de extrema importancia para a qualidade da
ragdo produzida, porém o controle da carga microbiana
depende de medidas suplementares. Especificamente
em relacdo a salmonela, a superficie do transportador de
ragdo demonstrou ser o local com maior probabilidade de
isolamento, sequido da poeira coletada nas dependéncias
da fébrica. Dessa forma, equipamentos de facil limpeza
e com minimo actumulo de poeira e residuos devem ser
incluidos nos programas de controle de salmonela conco-
mitantemente ao controle de poeira nas instalagoes e as
demais medidas preconizadas na IN4 (Pellegrini, 2012).
Nas granjas, confirmamos a importancia das fontes de
infeccdo e dos fatores de risco estudados em diferentes
empresas produtoras de suinos. A andlise comparativa
das prevaléncias médias de salmonela entre empresas
demonstrou a existéncia de diferencas entre os sistemas

de producéao estudados, assim como na distribuicdo
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dos fatores de risco identificados. Os principais fatores
de rsco associados a altas prevaléncias de salmonela
foram: pré-fossa suja, presenca de outros animais na
granja além dos suinos, presenca de producao intensiva
de frangos de corte na mesma propriedade, Sindrome
Multisistémica do Definhamento do Leitdo Desmamado,
numero de origens de animais alojados em uma mesma
granja, tempo de vazio sanitario e distancia entre granjas
(Schwarz et al. 2010).

Estratégias de controle que exploraram a relagdo paté-
geno-hospedeiro também tém sido foco de pesquisa e
desenvolvimento. Os principais exemplos sdo: o desen-
volvimento de vacinas, estudos de microbiota em resposta

a infeccéo e resisténcia genética.

VACINAS

A vacinagdo € um conceito muito bem estabelecido nas
préaticas veterinarias e tem contribuido sobremaneira no
controle de muitas enfermidades. No caso da infeccao por
salmonela em suinos é preciso destacar duas situagoes: L.
a doenca nos animais, septicemia e enterocolite, causadas
basicamente pelos sorovares S. Choleraesuis (adaptado
ao suino) e S. Typhimurium; ii. a contaminacgédo de carca-
cas nos frigorificos por um vasto espectro de sorovares

considerados de risco para a satide do consumidor. No
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caso de doenca, alguns produtos estio disponiveis no
mercado e podem ser indicados em granjas que tém
o problema diagnosticado. Esta pratica é adotada em
paises em que ocorre a salmonelose clinica de forma
endémica, porém esse quadro ndo é comum no Brasil.
A reducéo de animais portadores de salmonela pela
vacinagéo tem sido demonstrada em alguns trabalhos
(Roesler et al. 2006; Selke et al. 2007; Farzan & Friendship
2010, Schwarz et al. (2011), Leyman et al. 2012).
Rostagno (2011) descreve a vacina ideal para protecao
contra a infecgdo por salmonela em suinos, como sendo
aquela que previne a colonizagdo, excregdo no ambien-
te, desenvolvimento de portadores sub-clinicos, bem
como a doenga clinica. Além disso, a vacina deveria in-
duzir anticorpos que possam ser diferenciados daqueles
mnduzidos pela infecgdo natural (DIVA=differentiation of
infected from vaccinated animals). Infelizmente, ndo con-
tamos com uma ferramenta tdo completa; os produtos
disponivels, ou em estudo, reduzem a prevaléncia de
portadores/excretores, porém nio evitam a colonizagao.
Por conta disso, tem sido proposto o seu uso em asso-
clacdo a outras medidas de biosseguranga, manejo e
aditivos em ragéo e agua. k

O sucesso de uma vacina contra os sorovares de
salmonela hospedeiro-especificos como S. Typhi, S.
Galinarum e S. Abortusovis (humanos, galinhas e
ovinos, respectivamente, Wallis, 2006) e aqueles com
hospedeiros restritos como S. Dublin e S. Choleraesuis
(ruminantes e suinos) é mais ficil de ser alcancado do
que contra aqueles considerados nao adaptados ou
ubiquos. Em outras palavras, é mais facil controlar, por
meio da vacinagao, a salmonelose clinica nos animais do
que prevenir a contaminagdo de carcacas no abatedou-
10, em funcéo da variabilidade antigénica dos sorovares
que infectam os suinos portadores.

Para contornar os problemas da variabilidade antigénica
e da diferenciacéo da infeccdo natural por salmonela, va-
1ios projetos estao em desenvolvimento, lancando mao
de engenharia genética e imunoprotedmica. Selke et al.
(2007) identificaram um antigeno peptidico localizado
na membprana externa com caracteristica DIVA. A partir
disso construfram um mutante, deletado do gene que
codifica o referido peptideo, capaz de induzir a protecao
nos animais e ser a base de uma vacina. A discriminagéo
entre infeccdo e imunizacdo seria propiciada pela au-

séncia de anticorpos contra o peptideo que estéd ausente
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na cepa vacinal (marcador negativo). Porém, esta vacina,
baseada em antigeno protéico, ndo se adapta a maioria
dos programas oficias de monitoramento sorolégico, que
pesquisam anticorpos anti-lipopolissacarideos de mem-
brana externa (ELISA-LPS). Mais recentemente, Leyman
et al. (2011) deletaram genes codificadores de LPS, e
foram capazes de produzir mutantes que ndo perdessem
a capacldade imunizante contra S. Typhimurium e que
permitissem a diferenciagdo da infecgdo natural pelos
testes soroldgicos adotados nos programas de controle.

Paralelamente, mutantes com alvo em genes de viruléncia,
criando cepas atenuadas para cCompor vacinas vivas, tém
sido estudados. A vacina viva tem um potencial de prote-
GAo superior as bacterianas, porque induz resposta celular
e producao de IgA de mucosa, importantes na protecao
contra um patégeno intracelular facultativo que invade a
mucosa intestinal como salmonela. Haneda et al. (2011)
atenuaram uma cepa de S. Choleraesuis, deletando o
gene slyA, considerado um regulador global de viruléncia,
com o objetivo de proteger os suinos contra salmonelose
causada pelo sorovar homologo e S. Typhimurium. Hur et
al. (2011), deletaram os genes cpxR e lon e incluiram um
plasmideo que secreta a subunidade B da enterotoxina de
Escherichia coli como adjuvante de mucosa. Esta candi-
data a vacina foi considerada segura e eficaz na protecao
de leitdes desafiados com S. Typhimurium, sendo que
os melhores resultados foram obtidos com a vacinacéo

de porcas e leitoes.
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Caracteristicas importantes para sobrevivéncia no am-
biente, como resisténcia a luz ultravioleta e desinfetantes
também estao sendo estudadas em cepas mutantes
candidatas a vacina contra salmonelose em suinos (Ley-
man et al., 2012). Com o objetivo de ampliar o espectro
de protecao, Bearson and Bearson (2011) apresentaram
proposta de uma vacina racionalmente desenhada para
proteger contra varios sorovares. Este projeto ainda
estd em andamento e os detalhes cientificos ainda ndo
estdo disponiveis.

No Brasil, a imunizacdo como medida para o controle
de salmonela foi avaliada, empregando uma vacina viva
comercial baseada em linhagem atenuada de S. Cholae-
rasuis, administrada no primeiro dia de vida (Schwarz et
al., 2011). Avacinanao fol capaz de impedir a infeccdo dos
lotes, porém a prevaléncia de isolamento de salmonela
em linfonodos mesentéricos ao abate foi 31,1% menor

no grupo vacinado comparado ao grupo ndo vacinado.

MICROBIOTA

A relagéo entre os componentes da microbiota intes-
tinal baseada em conceitos de exclusdo competitiva,
probiose e prébiose, tem sido alvo de pesquisa na
busca de antagonistas a patdégenos de interesse em
humanos e animais. Tanto a estrutura das comunida-
des microbianas, quanto a sua funcionalidade podem
desvendar mecanismos de controle de patégenos. No

passado, esta area estava limitada as técnicas de cultivo
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bacteriano, capazes de recuperar uma pequena parcela
dos micro-organismos que compdem a microbiota
intestinal. Atualmente, por meio de técnicas de sequen-
ciamento de DNA de nova geragdo em larga escala é
possivel documentar comunidades microbianas mais
complexas e acompanhar sua dindmica em estudos
observacionais e na experimentacdo animal. Técnicas
baseadas no sequenciamento de regides varidveis do
gene conservado 16S rRNA identificam as espécies
bacterianas presentes na amostra. A nova ciéncia,
denominada metagendmica, vai adiante e demonstra
a funcionalidade destes componentes da microbiota
(Lamendella et al., 2011). Estas técnicas tém sido ex-
ploradas em estudos do efeito modulador na microbita
de ingredientes alimentares especificos (Kobayashi et
al., 2011), bem como de promotores de crescimento
(Rattedal et al., 2009, Looft et al. 2012).

A dinémica entre a microbiota intestinal de suinos e a
excrecao de salmonela foi recentemente investigada
por Bearson et al. (submetido). O perfil da microbiota
de dois grupos de suinos, alto e baixo excretores de
salmonela, foi determinado pelo sequenciamento do
gene 16S rRNA. A andlise da esfrutura da comunidade

bacteriana revelou diferencas entre a microbiota dos

animais do grupo alto e baixo excretores de salmonela.
No segundo dia apds a infecgéo, foi observado decrésci-
mo na quantidade do género Prevotella nos animais alto
excretores e o aumento de outros géneros bacterianos
como (Oscillibacter, Catenibacterium, Xylanibacter).
Os resultados também sugerem que a infecgdo por
Salmonella sp. induziu alteracdes na maturacdo da
microbiota apéds 21 dias de infecgdo. Estudos futuros
devem esclarecer melhor o papel destas mudancas na
microbiota e, quem sabe, indicar algum antagonista natu-

ral a colonizacdo intestinal por Salmonella sp. em suinos.

RESISTENCIA GENETICA

A resisténcia/susceptibﬂidade genética as doengas &
outra drea em que as atuais metodologias moleculares
tém acelerado a investigacéo cientifica e aplicacao cli-
nica. Diferencas individuais na resposta aos patégenos
sdo observadas cotidianamente na medicina veterinaria.
Alguns animais adoecem facilmente e desenvolvem
quadros mais severos, outros tém maior capacidade
de “se livrar” do patdégeno. Embora muitos fatores con-
fribuam para estes cendrios, como a dose infectante,
imunidade, nivel de estresse; a variabilidade genética

também tem seu papel. Precisar a variabilidade genética
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um grande avango no melhoramento de caracteristicas
odu&vés e também pode ser aplicado em programas de
'coﬁﬁ:olé de doencas. Aclassificacao fenotipica de infeccao/
.doenga & sempre critica, portanto estes parametros devemn
ser cuidadosamente determinados.

Relacionado a infeccdo por Salmonella em suinos, o grupo
de pesquisa norte-americano da Iowa State University,
em parceria com NADC/ARS/USDA, tem investigado a
expressao génica e a varabilidade genética em suinos
inoculados experimentalmente com salmonela. Wang et
al. (2007) estudaram a resposta transcricional & inoculacao
por salmonela em linfonodos mesentéricos. Foram obser-
vados 848 genes com diferenca de expressao relacionada
aresposta imune, imunidade inata e resposta inflamatéria.
Estes genes sdo candidatos a estudos da associagdo entre
as caracteristicas imunoldgicas e varabilidade genética.
Polimorfismos nestes candidatos podem ser marcadores
moleculares importantes para o aumento da resisténcia a
doenca e melhoria da satide dos animais empregados em
programas de melhoramento genético.

As respostas de expressdo génica induzidas pelos soro-
vares Typhimurium e Choleraesuis foram comparadas
por Uthe et al. (2007). Foram observadas diferengas tanto
nos genes que sao induzidos/reprimidos como no tempo
de expressao apos a infecgdo (pi). A resposta contra S.
Typhimurium fol mais precoce (8-24h pi) do que contra
S. Choleraesuis, que demonstrou os niveis mais altos de
expressao génica tardiamente (48h a 21 dias pi). As diferen-
gas observadas na dindmica de expressao génica podem
explicar a variagdo na progressao da doenca causada pelos
referidos sorovares (Uthe et al. (2007).

Posteriormente, Huang et al. (2011) identificaram di-
ferengas nas rotas de expressdo génica associadas a
variacao no padrdo de excregdo de S. Typhimurium,
exCrecao persistente e excregédo transitéria/baixa apds
a Inoculacéo experimental. Muitos resultados foram
obtidos neste estudo, entre eles foi observada a indugao
em mais de 30% dos genes envolvidos com a sinalizagado
do TLR (Toll Like Receptor) indicando que esta rota foi
ativada rapidamente em resposta a inoculacao de salmo-
nela. Especificamente, o TLR4 em conjunto com o IFN
Y foram indutores da resposta transcricional nos suinos
excretores persistentes de salmonela.

O Toll-like receptor 4 (TLR4) é um receptor responsavel
pelo reconhecimento de lipopolissacarideos (LPS) de
bacténias CGram negativas e também ativador da resposta

inflamatéria no hospedeiro (Noreen et al. 2012; Yang,
2012). Mutagdes na sequéncia de nucleotideos do TLR4,
que codificam regides de reconhecimento do patégeno
e sinalizacdo da tradugéo, podem afetar a susceptibili-
dade do hospedeiro a infecgao e/ou doenga (Schoreder
and Schumann, 2005). Polimorfismos no TLR4 tém sido
associados com doencgas infecciosas em humanos,
bovinos, aves e suinos (Noreen et al. 2012, Kataria et al.
2011, Leveque et al. 2003, Yang et al., 2012). Desta forma,
o estudo de polimorfismos de base tinica (SNPs — Single
Nucleotide Polymorphism) no TLR4 tém sido propostos
como potenciais marcadores genéticos para melhoria
naresisténcia a doengas em suinos (Uenishiet al. 2011).
Em estudos anteriores de variabilidade genética do
TLR4 de suinos, 46 SNPs foram identificados sendo
22 deles localizados em regiao codificadora do gene
(Shinkai, 2008, Thomas 2005, Palermo 2009, Pan 2011,
Bao 2011, Shinkai 2012). Em trabalho recente (Kichetal.
2013, submetido), a analise das sequéncias do TLR4 de
suinos inoculados com Salmonella revelaram 18 SNPs,
12 previamente 1dentificados na literatura e seis desco-
nhecidos. Oito destes SNPs estao localizados na regiao
codificadora do exon 3 e trés destes induzem alteracao
do aminoacido. Quatro SNPs foram associados com o
padréao de excrecao de salmonela (p= 0.01), revelando
o relacionamento entre a excre¢ao e a variagao genética
no gene TLR4 de suinos.

Para finalizar, concluimos que o controle de patdégenos ex-
fremamente adaptados as condigdes da produgao animal,
como salmonela na suinocultura, depende de multiplas
Intervencdes. A pesquisa, por sua vez, demanda acgoes
multidisciplinares que abrangem a microbiologia, genéti-
ca, ecologia microbiana e bioinformatica, para abordar o
problema em diferentes angulos. Por essa razao, a ciéncia
avanga, investigando os sistemas bioldgicos na relagdo
patégeno-hospedeiro, para desenvolver estratégias de

controle necessarias para a produgéo animal. &
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