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Resumo

0 controle de infecgdo/contaminagdo por salmonelas na produgao de suinos ¢ um grande desafio por
ar de um microrganismo ubiquitério, capaz de permanecer por longo tempo dentro das granjas, Para
zir a ocorréncia de carcacas no final do processamento, medidas de controle devem ser direcionadas
foda a cadeia de producdo, passando pela redugdo das fontes de infecgdo na granja, minimizac¢ao da
issdo no pré-abate e de contaminagdo na linha de abate. Considerando que a prevaléncia de suinos
jrtadores/excretores no pré-abate e abate impacta nos indices de contaminagdo das carcagas, 0 controle na
de producio dos animais € essencial. O controle da salmonela na granja pode ser divido em duas
tégias: i. prevengdo da exposi¢do dos animais ao microrganismo com um amplo programa de
sseguridade e controle de fatores de risco que atinja as fontes de infegao como contaminagdo residual do
anterior, racdo e agua, vetores e origem dos animais; i. aumento da resisténcia dos animais contra a
infeccio por Salmonella por meio de vacinas, aditivos alimentares, antagonistas naturais e resisténcia
tica, estratégias que exploram a relagdo patogeno-hospedeiro. O presente trabalho discute algumas
s perspectivas que a ciéncia estd usando para buscar aumentar a resisténcia dos suinos contra a infecgdo
por salmonela, como novas vacinas, estudos de microbiota intestinal e resisténcia genética.

Introducio

A produgiio de carne livre de patogenos associados a doengas transmitidas por alimentos (DTAs)
tem sido um desafio para os paises com produgdo animal intensiva. Este tema tem gerado muita discussao,
mas é consenso que os programas de controle precisam ser constantemente avaliados e ajustados. A
tendéncia ¢ que estes programas melhorem e se ampliem uma vez que as agroindustrias estdo interessadas
em produzir um alimento indcuo a saide do consumidor e as organizagdes internacionais, como Codex
Alimentarius, ttm cada vez mais recomendado o estabelecimento sistemas de monitoramento e controle
destes patogenos. O desafio ¢ ainda maior tratando-se de um microrganismo ubiquo como a Salmonella sp.,
adaptado as condi¢des ambientais da produgéo animal e favorecido por praticas agropecudrias correntes.
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Estudando sistemas de produgdo intensiva de suinos no sul do Brasil, Kich et al
determinaram como fontes de infeg¢do: contaminag¢do residual entre lotes na granja e na e
abatedouro; leitdes excretores de salmonela no alojamento e presenga da bactéria na ragdo.
contaminagao nas granjas, o efeito do periodo pré-abate na amplificacdo da infecgdo, e na contam
superficial de carcacas ja foi estudado (HURD et al., 2002; ROSTAGNO et al., 2003; SCHMIDT
2004; ROSTAGNO et al., 2009). Também demostramos, no sul do Brasil, que isolados de Salmonellg
surpeficie de carcaca estdo relacionadas com aqueles encontrados na baia de espera do abatedouro (
al., 2011). Na fase pré-abate, podem ocorrer contaminagdes externas (pele e cavidade oral) ou a infe
oral, seguida de multiplicacdo e rapida excre¢do no contetdo fecal (HURD et al., 2001). Porém, em
opinido, as baias de espera sdo o local para onde sao transportadas e depositadas as cepas de sal
originadas das diversas exposi¢des que ocorrem durante a vida dos animais, compreendendo todas as
fontes de infecg¢do. O transporte e baias espera no abatedouro se constituem nas principais fontes de infé
de lotes de animais “livres” de Sa/monella (HOTES & KRIETER, 2011). Esta complexidade
acreditar que programas de controle integrados tém mais chance de sucesso do que aqueles direcio
elos isolados da cadeia de produgdo de suinos.

Na dltima década, nosso grupo de pesquisa tem contribuido para a compreensido da dindmica{
transmissdo, fontes de infecao (BESSA et al., 2004; SILVA et al., 2006; KICH et al., 2011) e fato
risco para a ocorréncia de salmonela em granjas de suinos pertencentes a sistemas intensivos de produ
sul do Brasil (SCHWARZ et al., 2010). Estudamos também pontos criticos para a contaminagao durante
abate e evisceragdo (SILVA et al., 2012) bem como no processo de fabricagdo de ragdes (PELLEGRIN
2012).

Pressupondo que o controle da infec¢do por Salmonella depende de esfor¢os para mini
exposicao ao “indculo” e maximizar a resisténcia dos animais contra a infec¢do (CARLSON et al., 2012),
medidas de biosseguridade, boas praticas de produ¢do, controle de fatores de risco nas granjas somada
boas préticas de produ¢do e controle de pontos criticos na fabricacdo da ragdo constituem a base
programa. Para maximizar a resisténcia dos animais, a investiga¢do deve investir em estratégias
exploraram a relagdo patogeno-hospedeiro como: vacinas de espectro ampliado em relag¢@o aos sorovares
interesse em seguranga dos alimentos; estudos da microbiota intestinal buscando antagonistas
estabelecimento da infecg@o; identificagdo de marcadores genéticos associados com colonizagao e excregio
da Salmonella entre outras. Neste sentido, algumas estratégias serdo discutidas a seguir.

Vacinas

A vacina¢do € um conceito muito bem estabelecido nas praticas veterinarias e tem contribuido
sobremaneira no controle de muitas enfermidades. No caso da infecgdo por salmonela em suinos ¢ preciso
destacar duas situagdes: i a doenga nos animais, septicemia e enterocolite, causadas basicamente pelos
sorovares S. choleraesuis (adaptado ao suino) e S. typhimurium; @i. a contaminagdo de carcagas nos
frigorificos por um vasto espectro de sorovares considerados de risco para a saide do consumidor. No caso
de doenga, alguns produtos estdo disponiveis no mercado e podem ser indicados em granjas que tém o
problema diagnosticado. Esta pratica ¢ adotada em paises em que ocorre a salmonelose clinica de forma
endémica, porém este diagndstico é pouco frequente Brasil. As vacinas vivas que estimulam a imunidade

celular sdo consideradas mais protetivas contra Sal/monella por ser uma bactéria intracelular facultativa
(CARLSON et al., 2012).

A redugdo de animais portadores de salmonela pela vacinagdo tem sido demostrada em alguns
trabalhos (ROESLER et al., 2006; SELKE et al., 2007; FARZAN & FRIENDSHIP, 2010; SCHWARZ et
al., 2011; LEYMAN et al., 2012). Denagamage et al. (2007) revisaram de forma sistematica artigos sobre
vacina¢do contra Salmonella em suinos. Embora a maioria destes estudos reporte associacdo entre a
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40 e a reducdo da prevaléncia de Salmonella, os autores concluiram que esta associagdo €
ora, mas nio definitiva, para suinos em idade de abate.

Rostagno (2011) descreve a vacina ideal para prote¢do contra a infe¢do por salmonela em suinos,
ndo aquela que previne a colonizagdo, excre¢do no ambiente, desenvolvimento de portadores sub-
os, bem como a doenca clinica. Além disso, a vacina deveria induzir anticorpos que possam ser
nciados daqueles induzidos pela infec¢do natural (DIVA=differentiation of infected from vaccinated
[s). Infelizmente, ndo contamos com uma ferramenta tdo completa; os produtos disponiveis, ou em
ido, reduzem a prevaléncia de portadores/excretores, porém nao evitam a colonizag¢do. Por conta disso,
1sido proposto o seu uso em associagdo a outras medidas de biosseguranga, manejo e aditivos em ragao e

0 sucesso de uma vacina contra os sorovares de salmonela hospedeiro-especificos como S. typhi, S.
dingrum e S. abortusovis (humanos, galinhas e ovinos, respectivamente; WALLIS, 2006) e aqueles com
deiros restritos, como S. dublin e S. choleraesuis (ruminantes e suinos), ¢ mais facil de ser alcancado
jue contra aqueles considerados ndo adaptados ou ubiquos. Em outras palavras € mais facil controlar, por
eio da vacinacio, a salmonelose clinica nos animais do que prevenir a contaminagdo de carcagas no
edouro, em funcdo da variabilidade antigénica dos sorovares que infectam os suinos portadores.

Para contornar os problemas da variabilidade antigénica e da diferencia¢do da infecgdo natural por
onela, varios projetos estio em desenvolvimento, langando mado de engenharia genética e
noproteomica. Selke et al. (2007) identificaram um antigeno peptidico localizado na membrana externa
ym caracteristica DIVA. A partir disso construiram um mutante, deletado do gene que codifica o referido
ntideo, capaz de induzir a prote¢do nos animais e ser a base de uma vacina. A discriminac@o entre infe¢ao
imunizago seria propiciada pela auséncia de anticorpos contra o peptideo que estd ausente na cepa vacinal
ador negativo). Porém, esta vacina, baseada em antigeno proteico, ndo se adapta & maioria dos
ogramas oficias de monitoramento soroldgico, que pesquisam anticorpos anti-lipopolissacarideos de
mbrana externa (ELISA-LPS). Mais recentemente, Leyman et al. (2011) deletaram genes codificadores
de LPS, e foram capazes de produzir mutantes que ndo perdessem a capacidade imunizante contra S.

phimurium e que permitissem a diferenciagdo da infegdo natural pelos testes sorolégicos adotados nos
ogramas de controle.

Paralelamente, mutantes com alvo em genes de viruléncia, criando cepas atenuadas para compor
vacinas vivas, tém sido estudados. A vacina viva tem um potencial de protecdo superior as bacterinas,
porque induz resposta celular e producdo de IgA de mucosa, importantes na prote¢do contra um patogeno
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 candidata a vacina foi considerada segura
¢ eficaz na protegdo de leitdes desafiados com S. typhimurium, sendo que os melhores resultados foram
‘obtidos com a vacinacdo de porcas e leitdes.

Caracteristicas importantes para sobrevivéncia no ambiente, como resisténcia a luz ultravioleta e
desinfetantes, também estdo sendo estudadas em cepas mutantes candidatas a vacina contra salmonelose em
suinos (LEYMAN et al., 2012). Com o objetivo de ampliar o espectro de prote¢do, 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 imuniza¢io como medida para o controle de salmonela foi avaliada, empregando uma
vacina viva comercial baseada em linhagem atenuada de S. cholaerasuis, administrada no primeiro dia de
vida (SCHWARZ et al., 2011). A vacina ndo foi capaz de impedir a infe¢do 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.
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Microbiota

A relagdo entre os componentes da microbiota intestinal baseado em conceitos de exclusi
competitiva, probiose e prébiose, tem sido alvo de pesquisa na busca de antagonistas a patogen
interesse em humanos e animais. Tanto a estrutura das comunidades microbianas, quanto
funcionalidade podem desvendar mecanismos de controle de patogenos. No passado, esta érea ¢
limitada 4 técnicas de cultivo bacteriano, capazes de recuperar uma pequena parcela dos micro-organis
que compdem a microbiota intestinal. Atualmente, por meio de técnicas de sequenciamento de DNA de ng
geracdo em larga escala € possivel documentar comunidades microbianas mais complexas e acompanhars
dindmica em estudos observacionais e na experimenta¢do animal. Técnicas baseadas no sequenciamento
regides variaveis do gene conservado 16S rRNA identificam as espécies bacterianas presentes na amostra
nova ciéncia, denominada metagendmica, vai adiante e demonstra a funcionalidade destes componentes
microbiota (LAMENDELLA et al., 2011). Estas técnicas tém sido exploradas em estudos do
modulador na microbita de ingredientes alimentares especificos (KOBAYASHI et al., 2011), bem co
promotores de crescimento (RETTEDAL et al., 2009; LOOFT et al., 2012).

A dinamica entre a microbiota intestinal de suinos e a excre¢do de salmonela foi recentemen
investigada por Bearson et al. (2013). O perfil da microbiota de dois grupos de suinos, alto e bai
excretores de salmonela, foi determinado pelo sequenciamento do gene 16S rRNA. A analise da estrutura
comunidade bacteriana revelou diferengas entre a microbiota dos animais do grupo alto e baixo excre
de salmonela. No segundo dia apés a infec¢do, foi observado decréscimo na quantidade do génel
Prevotella nos animais alto excretores e o aumento de outros géneros bacterianos como (Oscilliba
Catenibacterium, Xylanibacter). Os resultados também sugerem que a infec¢do por Salmonella sp. ind
alteragdes na matura¢do da microbiota apos 21 dias de infecgdo. Estudos futuros devem esclarecer melhor o
papel destas mudangas na microbiota e, quem sabe, indicar algum antagonista natural a colonizacio
intestinal por Sa/monella sp. em suinos.

Resisténcia Genética
A resisténcia/susceptibilidade genética as doengas € outra area em que as atuais metodologias
moleculares tém acelerado a investigacao cientifica e aplicagdo clinica. Diferengas individuais na resposta
aos patogenos sdo observadas cotidianamente na medicina veterindria. Alguns animais adoecem facilmente e
desenvolvem quadros mais severos, outros tém maior capacidade de “se livrar” do patégeno. Embora muitos
fatores contribuam para estes cenarios, como a dose infectante, imunidade, nivel de estresse; a variabilidade
genética também tem seu papel. Precisar a variabilidade genética é um grande avango no melhoramento de
caracteristicas produtivas e também pode ser aplicado em programas de controle de doengas. A classificagio
fenotipica de infeccao/doenca ¢ sempre critica, portanto estes parametros devem ser cuidadosamente
determinados.

Relacionado a infec¢do por Salmonella em suinos, o grupo de pesquisa americano da lowa State
University, em parceria com NADC/ARS/USDA, tem investigado a expressdao génica e a variabilidade
genética em suinos inoculados experimentalmente com salmonela. Wang et al. (2007) estudaram a resposta
transcricional a inoculag¢@o por salmonela em linfonodos mesentéricos. Foram observados 848 genes com
diferenga de expressdo relacionada a resposta imune, imunidade inata e resposta inflamatoria. Estes genes
sdo candidatos 4 estudos da associagdo entre as caracteristicas imunoldgicas e variabilidade genética.
Polimorfismos nestes candidatos podem ser marcadores moleculares importantes para o aumento da
resisténcia a doenga e melhoria da satide dos animais empregados em programas de melhoramento genético.

As respostas de expressdo génica induzidas pelos sorovares Typhimurium e Choleraesuis foram
comparadas por Uthe et al. (2007). Foram observadas diferengas tanto nos genes que sdo
induzidos/reprimidos como no tempo de expressdo apds a infec¢do (pi). A resposta contra S. fyphimurium
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recoce (8-24h pi) do que contra S. choleraesuis, que demostrou os niveis mais altos de expressao
 tardiamente (48h a 21 dias pi). As diferengas observadas na dindmica de expressdo génica podem
ar a variacao na progressao da doenga causada pelos referidos sorovares (UTHE et al., 2007).

Posteriormente, Huang et al. (2011) identificaram diferengas nas rotas de expressdo génica
s a variagdo no padrio de excrecdo de S. fHyphimurium, excre¢do persistente e excre¢do
oria/baixa apos a inoculagio experimental. Muitos resultados foram obtidos neste estudo, entre eles foi
a a indugdo em mais de 30% dos genes envolvidos com a sinaliza¢do do TLR (7oll Like Receptor)
ndo que esta rota foi ativada rapidamente em resposta a inoculagdo de salmonela. Especificamente, o
em conjunto com o IFN foram indutores da resposta transcricional nos suinos excretores persistentes

- O Toll-like receptor 4 (TLR4) é um receptor responsavel pelo reconhecimento de lipopolissacarideos
) de bactérias Gram negativas e também ativador da resposta inflamatéria no hospedeiro (NOREEN et
12: YANG, 2012). Mutagdes na sequéncia de nucleotideos do TLR4, que codificam regides de
ecimento do patdgeno e sinalizagdo da tradugdo, podem afetar a susceptibilidade do hospedeiro a
¢cdo e/ou doenga (SCHOREDER & SCHUMANN, 2005). Polimorfismos no TLR4 tém sido associados
m doengas infecciosas em humanos, bovinos, aves e suinos (LEVEQUE et al., 2003; KATARIA et al.,
)l1; NOREEN et al., 2012; YANG et al., 2012). Desta forma, os polimorfismos de base tnica (SNPs —
le Nucleotide Polymorphism) no TLR4 tém sido propostos como potenciais marcadores genéticos para
glhoria na resisténcia as doengas em suinos (UENISHI et al., 2011).

Em estudos anteriores de variabilidade genética do TLR4 de suinos, 46 SNPs foram identificados
endo 22 deles localizados em regido codificadora do gene (THOMAS et al., 2005; SHINKAI et al., 2006,
ERMO et al., 2009: BAO et al., 2011; PAN et al., 2011; SHINKALI et al., 2012). Em trabalho recente
ICH et al., 2013, submetido), a anélise das sequéncias do TLR4 de suinos inoculados com Salmonella
elaram 18 SNPs, 12 previamente identificados na literatura e seis desconhecidos. Oito destes SNPs estdo
izados na regido codificadora do exon 3 e trés destes induzem alteragdo do aminoécido. Sete SNPs
n associados com o padrio de excre¢do de salmonela (p< 0.05), revelando o relacionamento entre a
¢d0 e a variagdo genética no gene TLR4 de suinos.

Para finalizar, concluimos que o controle de patdgenos extremamente adaptados as condigoes da
dugdo animal, como salmonela na suinocultura, depende de multiplas intervengdes. A pesquisa, por sua
demanda acdes multidisciplinares que abrangem a microbiologia, genética, ecologia microbiana e
bioinforméatica, para abordar o problema em diferentes angulos. Por essa razdo, a ciéncia avanca,
investigando os sistemas bioldgicos na relagdo patogeno- hospedeiro, para desenvolver estratégias de
controle necessarias para a produgao animal.
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