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Resumo

MOREIRA, Lauren Machado. Fontes de contaminacao de Staphylococcus
coagulase positiva e Yersinia enterocolitica no fluxograma de abate de suinos.
2017. 58f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) - Programa de Pos-Graduacdo em
Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2017.

Staphylococcus coagulase positiva e Yersina enterocolitica sdo importantes
patdgenos relacionados a casos de intoxicacoes e infec¢des alimentares associadas
ao consumo de carne suina, respectivamente. O objetivo deste estudo foi rastrear
Staphylococcus coagulase positiva e Yersinia enterocolitica no fluxograma de abate
de suinos e identificar suas fontes de contaminacdo. Para a pesquisa de
Staphylococcus coagulase positiva, foram acompanhados quatro suinos de 10
diferentes lotes enviados ao abate. Foram coletadas amostras das pocilgas de
espera antes da chegada dos animais e, durante o abate, amostras de fezes
diretamente do reto apOs a insensibilizacdo, da superficie da carcaca apds a
depiladeira, apos a evisceracdo e antes da entrada na camara fria, dos linfonodos
mesentéricos, da lingua e da papada. Para a pesquisa de Yersinia enterocolitica,
foram acompanhados 60 animais de 15 baias de uma granja no Rio Grande do Sul.
Foram coletadas amostras de fezes do chao das baias na granja e diretamente do
reto imediatamente apds o abate, da carcaca apés a depiladeira, apos a evisceragao
e antes da entrada na camara fria. Também foram coletadas amostras da papada de
cada animal. Amostras de agua do tanque de escaldagem foram coletadas antes de
iniciar o abate e apds a passagem dos animais. Os isolados foram obtidos através
de analises microbiolégicas e identificados por PCR. A similaridade das cepas foi
comparada através de rep-PCR. Staphylococcus coagulase positiva foi isolado de
40% das pocilgas de espera. Os linfonodos foram o ponto de maior isolamento
(19%), seguidos da entrada da camaria fria (17,8%), do reto (16,1%), apds a
evisceracao (16,1%), papada (12,5%), apds a depiladeira (8,9%) e lingua (8,9%).
Através dos resultados pode-se concluir que as pocilgas de espera sdo importantes
fontes de contaminacéo de SCP para 0s suinos, que uma vez contaminados, podem
disseminar o micro-organismo no fluxograma de abate, através das fezes, linfonodos
mesentéricos e cavidade oral. Este é o primeiro estudo no Brasil que demonstra
serem as pocilgas de espera importantes fontes de contaminacdo de SCP para
suinos enviados ao abate. Yersinia enterocolitica foi isolada de trés baias na granja
de origem (20%) e de 20 amostras (6,67%) obtidas no fluxograma, sendo a papada
0 ponto de maior isolamento (30%), seguida da carcaca ap0s a depiladeira (25%),
na entrada na camara fria, (20%), apos a evisceragao (15%) e reto (10%). Nenhum
isolado foi obtido a partir da 4gua de escaldagem. Apds a rep-PCR observou-se que
0S suinos contaminados na granja podem carrear 0 micro-organismo para outros



pontos do fluxograma de abate. No entanto, as fontes de contaminacdo que se
encontram no proprio frigorifico sdo mais frequentes e diversas. A papada e a
carcaca na entrada da camara fria sdo os pontos mais criticos. As medidas de boas
praticas adotadas na higienizacdo das pocilgas de espera no pré-abate, bem como
as adotadas durante o fluxograma de abate, se ineficientes, podem permitir a
persisténcia de Staphylococcus coagulase positiva e Yersinia enterocolitica no
produto final, respectivamente, constituindo um risco a saude publica.

Palavras-chave: abatedouro-frigorifico; bactérias patogénicas; contaminacéo
cruzada; pocilga de espera; suinocultura



Abstract

MOREIRA, Lauren Machado. Sources of contamination of coagulase-positive
Staphylococcus and Yersinia enterocolitica in pork slaughtering flowchart.
2017. 58f. Dissertation (Master degree in Sciences) - Programa de Pds-Graduacao
em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2017.

Staphylococcus coagulase positive and Yersina enterocolitica are important
pathogens related to cases of foodborne illness associated with pork consumption,
respectively. The aim of this study was to track coagulase-positive Staphylococcus
and Yersinia enterocolitica in pig slaughtering flowchart and identify their sources of
contamination. For the search of coagulase-positive Staphylococcus, four pigs from
10 different lots were monitored during slaughter. Samples were collected from the
holding pens before the arrival of the animals. Surface samples were collected after
dehairing, after evisceration, before the cold chamber, in addition to stool samples in
the rectum animals immediately after stunning, mesenteric limph nodes, tongues and
jowls. For the search of Yersinia enterocolitica, 60 pigs of 15 bays of a pig farm in Rio
Grande do Sul. Stool samples were collected directly from the rectum. Surface
samples were collected after dehairing, after evisceration, before the cold chamber
and jowls. Samples from the scalding tank water before and after the passage of
animals were collected too. The isolates were obtained through microbiological
analysis and PCR. The similarity of the strains was compared through rep-PCR.
Coagulase-positive Staphylococcus was isolated from 40% of the holding pens.
Lymph nodes were further isolation point (19%), followed by cold chamber (17.8%),
rectum (16.1%) after evisceration (16.1%), jowls (12.5%), after dehairing (8.9%) and
tongue (8.9%). From the results, it can be concluded that the holding pens are
important sources of SCP contamination for swine, which once contaminated, can
disseminate the microorganism in the slaughter flowchart through the feces,
mesenteric lymph nodes and oral cavity. This is the first study in Brazil that shows
that the holding pens are important sources of SCP contamination for pigs sent to
slaughter. Yersinia enterocolitica was isolated from three bays in the pig farm (20%)
and from 20 samples (6.67%) obtained in the flowchart. The jowl was the point of
greatest isolation (30%), followed by after dehairing (25%), the cold chamber (20%),
after evisceration (15%) and rectum (10%). No isolates were obtained from the
scalding tank water. After the rep-PCR it was observed that contaminated pigs on the
farm can carry the microorganism to other points in the slaughter flowchart. However,
the sources of contamination are in the slaughterhouse. The jowls and the carcass at
the entrance to the cold chamber are the most critical points. The measures of good
practices adopted in the hygiene of the pre-slaughter holding pens, as well as those
adopted during the slaughter flow chart, if inefficient, may allow the persistence of
coagulase positive Staphylococcus and Yersinia enterocolitica in the final product,
respectively, constituting a risk to public health.



Keywords: cross contamination; holding pen; pathogenic bacteria; pig farming;
slaughterhouse
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1 Introducéo

A carne suina é a proteina animal mais produzida e consumida no mundo,
seguida da carne de frango e carne bovina (USDA, 2016). De acordo com a
Associacédo Brasileira de Proteina Animal (ABPA, 2016), no ano de 2015, o Brasil foi
0 4° maior produtor e exportador mundial de carne suina, chegando a marca de
3.643 mil toneladas e 555 mil toneladas, respectivamente.

Neste mesmo ano, o Rio Grande do Sul foi o segundo estado com maior
producéo de carne suina (20,69%), precedido apenas por Santa Catarina (27,40%).
Do total de carne suina produzida pelo pais, 15,2% foi destinado ao mercado
externo e 84,8% ao mercado interno. Apesar de a carne suina ser apenas a terceira
proteina animal mais consumida no Brasil, no periodo de 2004 a 2014 houve um
acréscimo de 3,2 kg/hab no consumo per capita deste alimento, chegando a 15,1
kg/hab (ABPA, 2016).

A carne suina € constituida de 75% de agua, 22,8% de proteina, 1,2% de
gordura e 1,0% de minerais, além de ser uma excelente fonte de vitaminas
hidrossolluveis do grupo B, como tiamina (B1l), riboflavina (B2), niacina (B3),
piridoxina (B6) e cobalamina (B12), bem como zinco, potassio, ferro e magnésio
(ROCA, 2008). No entanto, devido ao seu alto teor de umidade e nutrientes, a carne
suina e seus derivados acabam tornando-se um importante veiculo de transmisséo
de bactérias patogénicas, podendo causar DTA (PARDI et al., 2006).

As DTA séo causadas pela ingestdo de micro-organismos patogénicos e/ou
suas toxinas através de alimentos e agua contaminados e geralmente cursam com
nausea, vomito, dores abdominais e diarreia, podendo agravar-se para septicemias
e até morte, principalmente em pacientes imunodeprimidos (BRASIL, 2001).
Staphylococcus coagulase positiva (SCP) e Yersinia enterocolitica sdo importantes
patégenos relacionados a casos de intoxicacdes e toxi-infec¢bes alimentares,
respectivamente (FORSYTHE, 2013; GERMANO e GERMANO, 2015).

Staphylococcus spp. sdo micro-organismos ubiquos, que podem estar
presentes na agua, solo, trato respiratorio, pele e transitoriamente no trato

gastrointestinal do homem e de outros animais, incluindo os suinos (JAY, 2000).
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As bactérias do género Staphylococcus pertencem a familia
Staphylococcaceae, sdo cocos Gram-positivos com diametro entre 0,5 a 1,5 ym, que
podem estar dispostos aos pares, em cadeias curtas ou agrupados de forma
semelhante a cachos de uva e sdo, em sua maioria, aerobios facultativos (QUINN,
2005; SCHLEIFER e BELL, 2010; GERMANO e GERMANO, 2015).

Este género é formado por 50 espécies e 27 subespécies (EUZEBY, 2015),
caracterizadas como coagulase negativa ou coagulase positiva, de acordo com a
capacidade de produzir a enzima coagulase e converter o fibrinogénio em fibrina,
evitando a acdo fagocitaria no local de infeccdo (QUINN, 2011; HENNEKINNE, DE
BUYSER e DRAGACCI, 2012). S&do capazes de se multiplicar em temperaturas
entre 7 e 48°C, com crescimento 6timo entre 30 e 37°C, e produzir enterotoxinas
termorresistentes entre 10 e 48°C, com temperatura 6tima para producao entre 40 e
45°C (FRANCO e LANGRAF, 2005).

A producdo da enzima coagulase estd estritamente relacionada com a
producdo de enterotoxinas, por isso a importancia da pesquisa de SCP em
alimentos (JAY, 2000; QUINN, 2005). Dentre as espécies coagulase positiva, S.
aureus é a mais frequentemente associada a surtos de intoxicacdo alimentar, devido
a capacidade de varias cepas produzirem enterotoxinas (OMOE et al., 2005),
seguida de S. intermedius e S. hyicus, também produtores de enterotoxinas, em
menor propor¢cao (BECKER et al., 2001).

As enterotoxinas estafilocococicas sdo proteinas de baixo peso molecular,
hidrossollveis e resistentes as a¢des proteoliticas de enzimas presentes no sistema
digestivo, permanecendo ativas ap0s a ingestdo (FRANCO e LANGRAF, 2005). Séao
produzidas e liberadas no alimento durante a multiplicagdo de Staphylococcus spp.,
e uma vez pré-formadas ndo sado eliminadas durante o processamento térmico dos
alimentos devido a presenca de proteinas compactadas e ndo hidratadas em sua
estrutura molecular (CARMO et al., 2002). As enterotoxinas associadas a casos de
intoxicacdes alimentares séo dos tipos A, B, C, D, E, H, | (KONEMAN et al., 2010) e
J a U (HENNEKINNE et al., 2010).

Algumas enterotoxinas possuem atividade superantigénica provocando uma
grande producdo de citocinas, que podem causar choque séptico. Esses

superantigenos sao capazes de recrutar cerca de 20 a 30% das células do tipo T,
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enquanto os antigenos convencionais normalmente estimulam cerca de 0,001% de
células T (FRASER e PROFT, 2008).

A intoxicacdo estafilococOcica ocorre quando ha a ingestdo do alimento
contaminado com uma ou mais enterotoxinas (FRANCO e LANGRAF, 2005). A
ingestdo de 100 ng a 1 ug de toxina €& suficiente para produzir a doenca em
individuos susceptiveis (BERGDOLL, 1990). No homem, a enfermidade &
caracterizada clinicamente por nauseas, vomito e dores abdominais, com ou sem
diarréia, e tem inicio subito, geralmente de duas a oito horas ap0s a ingestdo do
alimento contaminado. Normalmente é autolimitante, com resolucdo dos sinais
clinicos em 24 a 48 horas apds o inicio dos sintomas. Todavia, pode tornar-se
severa, exigindo hospitalizacdo quando acomete criancas, idosos e pessoas
portadoras de doencas imunossupressoras (TRANTER, 1990; BALABAN, 2000;
MURRAY, 2005).

Segundo dados do Ministério da Saude (BRASIL, 2015), S. aureus foi o
segundo maior agente patogénico causador de surtos de DTA no Brasil, entre os
anos de 2000 a 2015. No estado de Minas Gerais, foram registrados 72 surtos de
intoxicacdo alimentar e destes, 27 foram causados por Staphylococcus coagulase
positiva, envolvendo 1.019 pessoas (DIAS, 2012). Em Porto Alegre, no periodo de
2003 a 2011, Staphylococcus aureus foi responsavel por 24 dos 173 surtos
notificados, sendo o 3° agente etioldgico mais envolvido, correspondendo a 14% dos
surtos (NASCIMENTO, 2013).

Ainda durante o periodo de 2000 a 2015, 2,1% dos surtos notificados estavam
relacionados com o consumo de carne suina e seus derivados (BRASIL, 2015).
Segundo Rivas, Viscaino e Herrera, (2002), durante o abate ha procedimentos,
como o chamuscamento e a lavagem das carcacas, que podem reduzir a carga
microbiana, no entanto, ndo ha nenhuma operacdo capaz de elimina-la
completamente. Masson et al. (2012) relataram a ocorréncia de Staphylococcus
coagulase positiva em 12% (58/458) de amostras colhidas em um abatedouro de
suinos no estado de S&o Paulo. Perlin et al. (2015) avaliaram a presenga de S.
aureus em 31 linguicas de carne suina comercializadas no Parana, das quais
22,58% apresentaram contagens deste micro-organismo acima dos limites
permitidos pela legislacdo brasileira. Lima et al. (2004) avaliaram a contaminagao
superficial de carcacas suinas em um abatedouro frigorifico de Minas Gerais, das

qguais 11,7% (14/120) estavam contaminadas com S. aureus.
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SCP tem sido isolado em granjas de terminacdo, demonstrando o proprio
suino como possivel origem da contaminacao no fluxograma de abate (KHANNA et
al., 2008). Todavia, a contaminacdo de carcacas suinas durante o abate tem sido
mais frequentemente associada a manipulacdo destes produtos por humanos
portadores assintomaticos e consequente contaminacdo cruzada (PODPECAN,
PENGOV e VADNJA, 2007). Além disso, manipuladores contaminados podem vir a
contaminar também superficies de utensilios e equipamentos (SCHRAFT et al.,
1992) e ao ser introduzido no processamento de abate, SCP pode permanecer na
planta frigorifica através de biofilmes formados na superficie dos mesmos (SHALE,
et al., 2005).

Além de SCP, os suinos também podem ser portadores de Y. enterocolitica
gue geralmente coloniza o trato gastrointestinal, especialmente tonsilas, linfonodos e
intestino destes animais (BHADURI, WESLEY e BUSH, 2005; FREDRIKSSON-
AHOMAA, 2007).

Y. enterocolitica pertence a familia Enterobacteriaceae, é uma bactéria Gram-
negativa, em forma de bastonete, que pode crescer em temperaturas que variam
entre 0 e 44°C, sendo a 6tima entre 25 e 28°C. Apresenta-se imovel a 37°C e movel
a 25°C através de flagelos peritriquios (HOLT et al., 1994). E anaerobia facultativa,
nao esporulada, oxidase negativa e fermenta a glicose com pouca ou nenhuma
producdo de gas (SILVA e JUNQUEIRA, 1997). Devido a capacidade de se
multiplicar a 4°C, pode manter-se viavel em alimentos mesmo refrigerados, como
carne e derivados (LEAL, LEAL e ALMEIDA, 1997). Essa bactéria esta amplamente
distribuida pelo ambiente, como agua, solo e pode colonizar os animais domésticos
(GALINDO et al., 2011).

Y. enterocolitica é classificada em seis biotipos (1A, 1B, 2, 3, 4 e 5), dos quais
cinco sao considerados patogénicos (1B, 2, 3, 4 e 5), e 50 sorotipos, diferenciados
de acordo com a variacédo antigénica do lipopolissacarideo da parede celular (BARI
et al, 2011). As cepas do biotipo 1B sdo altamente patogénicas enquanto o0s biotipos
2 a 5 tem patogenicidade moderada a baixa. Em contrapartida, o biotipo 1A é
considerado néo patogénico (BHAGAT e VIRDI, 2011).

A viruléncia dos biotipos patogénicos envolve diversos genes codificados por
um plasmideo de viruléncia de 70 kDa, altamente conservado, denominado pYV, e

outros determinantes cromossdmicos (REVELL e MILLER, 2001). A expressao
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desses genes € dependente de temperatura. Os genes plasmidiais sdo expressos a
37°C e os genes cromossomicos a 25°C (ROBINS-BROWNE, 2001).

Para ocorrer a infeccdo, € necessaria a presenca de dois fatores
cromossOmicos: o gene ail, envolvido na ligagédo e invaséo das células hospedeiras,
e 0 gene inv, relacionado a invasdo. O gene inv esta presente em todas as espécies
de Yersinia, todavia € funcional apenas em cepas patogénicas (LEAL, LEAL e
ALMEIDA, 1997; MILLER et al., 2001; WANNET et al., 2001). Em contrapartida, o
gene ail é encontrado exclusivamente em cepas patogénicas. Este gene codifica
para uma proteina de superficie denominada Ail que confere resisténcia aos efeitos
bactericidas do sistema complemento e adesdo e invasdo nos bio-sorogrupos
capazes de causar a doenca (ROBINS-BROWNE, 2001). Desta forma, tem-se
utilizado esse gene como alvo para identificacdo de Y. enterocolitica patogénica
(LEAL, LEAL e ALMEIDA, 1997; WANNET et al., 2001).

O plasmideo pYV codifica uma proteina de membrana externa, denominada
YadA e um conjunto de proteinas chamadas Yops (FREDRIKSSON-AHOMAA,
2007). YadA recobre toda a superficie da bactéria, na forma de fibrilas, induzindo
sua adesdo ao muco intestinal e a componentes da matriz extracelular como o
colageno, a laminina e a fibronectina (HEISE e DERSH, 2006; DRUMMOND et al.,
2012). As Yops sao secretadas por um sistema de secrecéo tipo lll, capaz de injetar
proteinas bacterianas efetoras diretamente no citoplasma da célula hospedeira. Uma
vez no interior da célula hospedeira, essas proteinas interagem com os dominios
dessas ceélulas, através de fosforilagdo ou transferéncia de residuos, promovendo
uma cascata de reacdes que alteram o citoesqueleto da célula, destruindo-a
(CORNELIS, 2002).

Outro fator de viruléncia de Y. enterocolitica € a secre¢cdo de uma toxina
termoestavel, denominada YstA e codificada pelo gene ystA, que possui elevada
homologia com a enterotoxina termoestavel produzida por Escherichia coli. Essa
enterotoxina € secretada em temperaturas abaixo de 30°C e, desta forma, ndo é
expressa no organismo do hospedeiro. Todavia, apresenta resisténcia ao pH
estomacal e se pré-formada no alimento e ingerida pode causar intoxicagao
(ROBINS-BROWNE, 2001). Além da YstA, outra enterotoxina é produzida por Y.
enterocolitica, denominada YstB e codificada pelo gene ystB. Assim como YstA,
YstB parece estar associada a quadros de diarreia, sendo bastante prevalente em
cepas do biotipo 1A (BHAGAT e VIRDI, 2007).
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A yersiniose é uma doenca gastrointestinal autolimitada, de preocupacao
global (GALINDO et al., 2011). A sintomatologia varia de acordo com a idade do
individuo infectado, ocorrendo mais frequentemente em criancas e jovens adultos.
Cursa com febre, dor abdominal e diarreia sanguinolenta, podendo agravar-se para
linfoadenite  mesentérica, pseudoapendicite, artrite e eritema nodoso
(FREDRIKSSON-AHOMAA e KORKEALA, 2003). No Brasil, embora nédo haja dados
de prevaléncia de yersiniose, a ocorréncia de cepas com 0s mesmos perfis
moleculares em humanos e suinos ja foi relatada (RUSAK, 2013).

A carne suina quando consumida crua ou malcozida pode ser um importante
veiculo de transmissdo de Y. enterocolitica para humanos. Estima-se que 77,3% de
casos de yersiniose estejam associados ao seu consumo (ROSNER et al., 2012;
FOSSE et al.,, 2009). Desta forma, a presenca de Y. enterocolitica em carcacas
suinas parece estar diretamente relacionada com os préprios suinos, pois esta
bactéria pode estar presente na faringe, conteldo estomacal e fezes destes animais
(BORCH, NESBAKKEN e CHRISTENSEN, 1996).

Além de Y. enterocolitica, o fluxograma de abate de suinos oferece inUmeras
possibilidades de contaminacdo da carcaca com outras bactérias potencialmente
patogénicas, como Staphylococcus coagulase positiva, sendo o suino um dos
principais carreadores destas bactérias para dentro de plantas frigorificas (BORCH
NESBAKKEN e CHRISTENSEN, 1996). Além disso, ha uma importante relacéo
entre manipuladores, eventuais portadores assintomaticos, e a contaminacdo e
disseminagéo destas bactérias nos estabelecimentos, o que, além de contaminar a
carcaca, pode carrear esses micro-organismos para equipamentos e utensilios,
permitindo a permanéncia destas bactérias no ambiente de abate e a contaminacao
cruzada. SCP e Y. enterocolitica sdo micro-organismos capazes de se aderir as
superficies sdlidas e produzir biofilmes, conferindo protecdo as comunidades
bacterianas frente a higienizacéo e sanitizacdo (GILBERT et al., 2003; SHALE et al.,
2005). Esta capacidade, associada a falhas nos procedimentos higiénico-sanitarios,
permite que os residuos aderidos em superficies e equipamentos transformem-se
em potenciais fontes de contaminagao (PARIZZI et al., 2004).

Portanto, considerando a hip6tese de que os suinos podem albergar SCP e Y.
enterocolitica antes de chegarem ao abatedouro-frigorifico, disseminando estes
micro-organismos no fluxograma de abate de suinos, o objetivo geral deste trabalho

foi determinar fontes de contaminacdo de Staphylococcus coagulase positiva e
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Yersinia enterocolitica no abate de suinos, tendo como focos principais a

contaminagdo na granja de origem e nas pocilgas de espera.
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Resumo

O objetivo deste estudo foi determinar a importancia das pocilgas de espera como
fontes de contaminacdo de Staphylococcus coagulase positiva para suinos e
identificar outras fontes no fluxograma de abate. Foram acompanhados quatro
suinos de 10 diferentes lotes enviados ao abate. Previamente ao abate, foram
coletadas amostras dos pisos das pocilgas de espera no abatedouro-frigorifico.
Durante o abate, foram coletadas amostras de fezes diretamente do reto apls a
insensibilizacdo, da superficie da carcaca apds a depiladeira, apds a evisceracao e
antes da entrada na camara fria, dos linfonodos mesentéricos, lingua e papada. Os
isolados foram obtidos através de analises microbiolégicas. Para comparar a
similaridade entre as cepas, foi realizada rep-PCR. Staphylococcus coagulase
positiva foi isolado de 40% das pocilgas de espera. Os linfonodos foram o ponto de
maior isolamento (19%), seguidos da entrada da camaria fria (17,8%), do reto
(16,1%), apos a evisceracdo (16,1%), papada (12,5%), apOs a depiladeira (8,9%) e
lingua (8,9%). Através dos resultados pode-se concluir que as pocilgas de espera
sdo importantes fontes de contaminacdo de SCP para os suinos, que uma vez
contaminados, podem disseminar o micro-organismo no fluxograma de abate,
através das fezes, linfonodos mesentéricos e cavidade oral. Este € o primeiro estudo
no Brasil que demonstra serem as pocilgas de espera importantes fontes de
contaminacdo de SCP para suinos enviados ao abate. As medidas de boas praticas
adotadas durante o fluxograma de abate, se ineficientes, podem permitir a
persisténcia destas bactérias no produto final, constituindo um risco a saude publica.

Palavras-chave: abatedouro-frigorifico; contaminacdo cruzada; saude publica,
suinocultura
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Abstract

The aim of this study was to determine the importance of holding pens as sources of
contamination of coagulase-positive Staphylococcus to pigs and to identify other
sources in the slaughter flowchart. It was followed four pigs from 10 different lots sent
to slaughter. Prior to slaughter, samples were collected from the floors of the holding
pens in the slaughterhouse. During slaughter, stool samples were collected from the
rectum immediately after stunning. Surface carcass were collected after dehairing,
after evisceration and in the cold chamber, in addiction mesenteric lymph nodes,
tongues and jowls. The strains were obtained through microbiological analysis. To
compare the similarity between the strains, rep-PCR was performed. Coagulase-
positive Staphylococcus was isolated from 40% of the holding pens. Lymph nodes
were further isolation point (19%), followed by cold chamber (17.8%), rectum (16.1%)
after evisceration (16.1%), jowls (12.5%), after dehairing (8.9%) and tongue (8.9%).
From the results it can be concluded that the holding pens are important sources of
SCP contamination for the swine, which once contaminated, can disseminate the
microorganism in the slaughter flowchart through the feces, mesenteric lymph nodes
and oral cavity. This is the first study in Brazil that shows that the holding pens are
important sources of SCP contamination for pigs sent to slaughter. Measures of good
practices during slaughter flowchart, if inefficient, may allow the persistence of these
bacteria in the final product, constituting a risk to public health.

Keywords: cross contamination; public health, slaughterhouse, swine breeding
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1 Introducéo

A carne suina é tida como a principal fonte de proteina a ambito mundial.
Dentre os principais produtores, destacam-se a China, Unido Europeia, Estados
Unidos e em quarto lugar, o Brasil (ABPA, 2016). Para que a suinocultura brasileira
se desenvolvesse, produtores e pesquisadores investiram no melhoramento da
qualidade da carne suina no pais, tornando-a mais magra e nutritiva (ABIPECS,
2013). Como reflexo deste melhoramento houve acréscimo no consumo per capita
desta proteina dentre os consumidores brasileiros, que no ano de 2015 chegou a 15
kg/hab/ano (ABPA, 2016). Todavia, a carne suina, assim como os demais alimentos
com alto valor nutritivo, pode veicular micro-organismos patogénicos causando
doencas transmitidas por alimentos (DTA).

Staphylococcus spp. sdo patdgenos oportunistas comensais de humanos,
animais domésticos e de producdo e estdo envolvidos em diversos casos de
infeccbes, sendo que algumas cepas produtoras de enterotoxinas Sao responsaveis
por intoxicacdes de origem alimentar (NITZSCHE, 2007; HASAN, 2014). As
bactérias deste género séo divididas em coagulase positiva e negativa devido a sua
capacidade em converter o fibrinogénio em fibrina. Dentre as espécies de SCP, S.
aureus, S. hyicus e S. intermedius destacam-se por produzirem a enzima coagulase
e normalmente estarem associados a surtos de DTA (JAY, 2005). Os alimentos
envolvidos sdo aqueles com elevado teor de umidade e alta porcentagem de
proteinas (GERMANO e GERMANO 2015). A disseminacdo desta bactéria nos
alimentos pode ocorrer durante o processo de abate, através da contaminacdo da
carcaca e da superficie de contato de equipamentos e utensilios contaminados por
animais ou humanos portadores (NITZSCHE, 2007). O isolamento de SCP de
produtos suinos tem sido reportado em diversos paises (BENEKE et al., 2011;
NORMANNO et al., 2015; TANIH et al., 2015), inclusive no Brasil (LIMA et al., 2004;
MASSON et al., 2012).

O abate de suinos oferece inumeras oportunidades de contaminacdo da
carcaca, uma vez que 0S microrganismos patogénicos podem manter-se nas plantas

dos abatedouros e o produto carneo exige manipulacdo em diversas etapas do
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processo. Desta forma, a identificagdo das fontes de contaminacdo dos produtos
suinos é fundamental para o controle da sua inocuidade, de forma a ndo oferecerem
perigo a saude publica, uma vez que estes alimentos atuam como uma importante
forma de veiculacdo de DTA para os seres humanos. Embora o0s animais
permanecam nas pocilgas de espera durante o periodo de jejum e dieta hidrica do
pré-abate, estas instalagbes ndo tém sido estudadas como possivel fonte de
contaminacdo para os suinos. Entretanto, esta hipdtese é plausivel, mas ainda
carece de comprovagao.

Considerando que os suinos podem albergar Staphylococcus coagulase
positiva no trato gastrointestinal e a importancia dessas bactérias para a saude
publica, o objetivo deste trabalho foi determinar a importancia das pocilgas de
espera como fontes de contaminacdo dos suinos e identificar outras fontes no

fluxograma de abate.

2 Materiais e métodos

2.1 Coleta das amostras

Suinos de dez lotes encaminhados para um abatedouro-frigorifico legalmente
estabelecido, cadastrado e inspecionado pela Secretaria da Agricultura, Pecuéria e
Irrigacdo do Rio Grande do Sul foram acompanhados durante o abate. No dia
anterior a chegada dos animais ao abatedouro, foram coletadas amostras do piso
das pocilgas de espera, onde se caminhava em diferentes dire¢cbes com 0 uso de
propés descartaveis, nos quais foram friccionadas zaragatoas estéreis para coleta
de material.

No momento do abate, foram acompanhados quatro animais de cada lote,
dos quais foram coletadas amostras de sete diferentes pontos do fluxograma: 1)
fezes diretamente do reto, ap0s a insensibilizacdo, através da introducdo de
zaragatoa estéril; 2) superficie externa da carcaca ap0s a passagem pela
depiladeira, através de friccdo de zaragatoa estérii em uma area de 100 cm?
delimitada por gabarito de aco inoxidavel estéril, a 15 cm da linha do dorso, a partir
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da quinta costela; 3) superficie interna da carcaca ap0s a abertura da cavidade
abdominal, através de zaragatoa estéril em uma area de 100 cm? delimitada por
gabarito de aco inoxidavel estéril, a 10 cm das articulacbes das costelas com as
vértebras, a partir da quinta costela; 4) superficie externa da meia-carcaca antes da
entrada na camara fria, através de zaragatoa estéril em uma area de 100 cm?2
delimitada por gabarito de aco inoxidavel estéril, a 15 cm da linha do dorso, a partir
da quinta costela; 5) superficie da lingua, apds a desarticulacdo da cabeca, atraves
de friccdo de zaragatoa estéril; 6) superficie interna da papada, através de friccdo de
zaragatoa estéril; 7) superficie interna dos linfonodos mesentéricos, retirados
integros e assepticamente incisados longitudinalmente com faca estéril, através de
friccdo de zaragatoas estéreis em trés pontos diferentes da superficie de corte.
Imediatamente apos a coleta, as amostras foram encaminhadas para analise em
meio de transporte Cary Blair (Himedia, Mumbai, india), acondicionadas em caixas

isotérmicas com gelo.

2.2 Obtencao dos isolados

Para a pesquisa de Staphylococcus coagulase positiva, as zaragatoas contendo as
amostras foram semeadas por esgotamento em Agar Baird-Parker (Acumedia) e
incubadas a 37°C por 48 horas. Apés o periodo de incubacéao, trés colbnias tipicas e
trés colbnias atipicas foram semeadas em BHI e incubadas a 37°C por 24 horas
para posterior prova da coagulase, que consistiu na adicdo de 0,3 mL da cultura a
0,3 mL de plasma de coelho, incubados por seis horas a 37°C. As cepas capazes de

coagular o plasma de coelho foram consideradas positivas (BRASIL, 2003).

2.3 Extragéo do DNA

O DNA dos isolados suspeitos de Staphylococcus coagulase positiva foi
extraido conforme Sambrook e Russel (2001). O pellet obtido por centrifugacéo de 1
mL de cultura em BHI foi ressuspendido em 100 pL de tampéo STES [Tris-HCI 0,2
M, NaCl 0,5 M, SDS 0,1% (m/v), EDTA 0,01 M, pH 7,6]. Apds, foram adicionados 50
pL de pérolas de vidro e 100 pL de fenol/cloroférmio. Apés homogeneizacdo por 1
min, a mistura foi centrifugada a 13.000 g por 5 min. O sobrenadante foi coletado e

precipitado em 2 volumes de etanol absoluto e 0,1 volume de NaCl 5 M a -70 °C por
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30 min. Uma nova centrifugacdo foi realizada a 13.000 g por 20 min, e 0
sobrenadante descartado. Entédo, o pellet foi lavado com etanol a 70%. Por fim, a
eluicdo foi feita em 40 pL de tampéao de eluicdo (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH
7,4). O DNA extraido foi estocado a -70°C.

2.4 Perfis moleculares

Para comparacdo dos perfis moleculares de Staphylococcus coagulase
positiva foi realizada rep-PCR, utilizando o primer (GTG)s (VERSALOVIC et al.,
1994). As condi¢bes da rep-PCR foram as seguintes: 2,5 yL de DNA, 2 uL do primer
(5-GTGGTGGTGGTGGTG-3’), 12,5 uL de Master Mix (Sigma Aldrich, EUA) e 8 pL
de &gua para completar o volume da reacdo. Para a amplificacdo foram realizados
um ciclo de 94°C por 5 minutos, 30 ciclos subsequentes de 95°C por 30 segundos,
45°C por 1 minuto e 60°C por 5 minutos, e finalmente um ciclo de 60°C por 16
minutos. Para a visualizacdo dos padrdes de banda das diferentes regides
amplificadas no genoma, os produtos da rep-PCR foram corados com GelRed e a
eletroforese foi realizada em gel de agarose 2%.

Os perfis de bandas foram analisados segundo Tenover et al. (1995) e
classificados da seguinte forma: indistinguiveis (com todas as bandas iguais),
intimamente relacionadas (de duas a trés bandas distintas), possivelmente
relacionadas (de quatro a seis bandas distintas) e diferentes (a partir de sete bandas
distintas).

3 Resultados e discusséao

Das dez amostras coletadas nas pocilgas de espera, quatro (40%) estavam
contaminadas com SCP. Isso pode ter ocorrido devido a falhas na higienizagéo das
pocilgas apds a saida de lotes com suinos que albergavam SCP. Uma vez que a
legislagéo brasileira, em vista do bem-estar animal, determina que o piso das
pocilgas seja de material antiderrapante (MAPA, 2010), pode haver dificuldade na
higienizacdo desta area devido a reentradncias presentes no concreto, o que
permitiria a permanéncia dos micro-organismos no local (DE BUSSER et al., 2011).
Alguns estudos tém relatado a presenca de S. aureus em suinos de granjas de

terminacdo, demonstrando que estes animais podem estar albergando esta bactéria
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no trato gastrointestinal quando enviados ao abate (KHANNA et al., 2008;
LINHARES et al., 2015), excretando-a nas pocilgas durante a espera no abatedouro.

Através da rep-PCR, foi possivel demonstrar que as pocilgas de espera
atuam como importantes fontes de contaminacédo de SPC para 0s suinos que serao
abatidos. Dos animais que passaram pelas pocilgas de espera quando esta estava
contaminada por SPC, pelo menos um suino apresentou contaminacao por uma
cepa indistinguivel daquela isolada na pocilga de espera. A cepa isolada na lingua
do animal 1 do lote 1 foi considerada indistinguivel da cepa isolada na pocilga de
espera. Nos lotes 2 e 3, os isolados obtidos nas pocilgas de espera foram
indistinguiveis das cepas isoladas no reto apds a insensibilizacdo do animal 1 e dos
animais 1 e 3, respectivamente. Ja no lote 6, o isolado obtido na pocilga de espera
foi indistinguivel do isolado obtido nos linfonodos mesentéricos no animal 1. Estes
achados demonstram que o periodo de jejum e dieta hidrica em que 0s animais
permanecem nas pocilgas de espera durante o pré-abate, o qual variou de oito a 12
horas, é suficiente para que o0s suinos se contaminem com SPC, 0s micro-
organismos se instalem nos linfonodos mesentéricos e 0s animais passem a
excretar estas bactérias nas fezes. No nosso estudo, estas cepas nao foram
identificadas em outros pontos de coleta de amostras do fluxograma de abate.
Entretanto, a persisténcia da contaminacdo até os produtos finais é uma
possibilidade, uma vez que cepas isoladas de amostras de fezes foram isoladas
também de outros pontos do fluxograma, inclusive da carcaca, como discutido a
sequir.

Durante o abate, 280 amostras foram coletadas e foram obtidos 56 (20%)
isolados de SCP. Os linfonodos foram o ponto de maior isolamento (19,6%),
seguidos da superficie da carcaca na entrada na camara fria (17,8%), do reto apés a
insensibilizacdo (16,1%), superficie da carcaca apdés a abertura da cavidade
abdominal (16,1%), papada (12,5%), superficie da carcaca apO0s a depiladeira
(8,9%) e superficie da lingua (8,9%) (Tabela 1).
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Tabela 1. Presenca de Staphylococcus coagulase positiva no fluxograma de abate de suinos

Lotes Pocilgade Reto® PD PE EC Lingua Papada  Linfonodos
espera

1 + R -t - -t - -+ - +--- -t - - R
2 + +--+ - -+ ++ + + ++ -+ -+ - -+ -+ +++ +
3 + +-++ +--- --+ 4+ +--+ -+ + -—- -—--
4 - R R +--- ---+ R — R — +---
5 - ++ - - +--- - -+ -+ -+ -+ - +- -+ ++ + +
6 + -+ -+ R R R — R — R — +---
7 - R +--- R -+ - - R — -+ + - +---
8 - . - - - - - -
9 - - - - - - - -

®Nas colunas onde aparecem quatro simbolos (+ ou -), cada um corresponde a um suino. A ordem
dos animais é a mesma em toda a linha. Auséncia de Staphylococcus coagulase positiva (-);

presenca de Staphylococcus coagulase positiva (+).
PD — Pés-depiladeira
PE — Pos-evisceragéo

EC — Entrada na camara fria

Ao serem analisados os isolados das carcacas pela rep-PCR, verificou-se
que, no lote 2, o suino 4 apresentou na superficie da carcaga antes da entrada na
camara fria uma cepa indistinguivel de um isolado obtido a partir do reto do animal 1,
indicando que houve contaminacdo cruzada entre 0os animais e que as medidas
adotadas durante o fluxograma que visam a diminuicdo ou eliminacdo de bactérias

foram falhas, uma vez que o suino chegou ao final da linha de abate contaminado.
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Da mesma forma, ao comparar os padroes de banda dos isolados obtidos do lote 7,
foi possivel identificar as cepas dos linfonodos mesentéricos do animal 1 e da
papada e carcaca antes da entrada na camara fria do animal 2 como indistinguiveis
entre si. Estes achados também demonstram que houve contaminacdo cruzada,
possivelmente através de utensilios ou equipamentos mal higienizados durante as
operacOes entre um animal e outro.

No lote 3, trés animais apresentaram cepas indistinguiveis entre si. O animal
1 apresentou um isolado na superficie da carcaca apos a depiladeira, o animal 3 na
superficie da carcaca ap0s a evisceracdo e 0 animal 4 no reto apdés a
insensibilizagdo. Estes resultados s&o indicativos de que ao excretar SCP nas
pocilgas de espera, o préprio animal 4 tenha sido responsavel pela contaminacgéo
dos animais 1 e 3 e que o0s procedimentos de manejo higiénico-sanitario do
frigorifico foram inadequados, permitindo a persisténcia da bactéria na linha de
abate.

Quanto ao lote 5, a cepa isolada nos linfonodos mesentéricos do animal 4 era
indistinguivel do isolado obtido na carcaca apds a evisceracdo deste mesmo suino,
sugerindo que o procedimento de evisceracao possa nao ter sido realizado de forma
correta, podendo ter ocorrido o rompimento dos linfonodos que acabaram por
contaminar a superficie interna da carcaca. Outro fato a se considerar € o risco de
haver a contaminacdo de outras partes da carcaca no momento da incisdo dos
linfonodos para inspecéo, através de utensilios de corte mal higienizados (MOO et
al., 1980).

Os demais isolados foram considerados néo idénticos, quando comparados
seus padrdes de bandas na rep-PCR.

Seis suinos que estavam excretando SCP no momento do abate albergavam
cepas distintas daquelas isoladas das pocilgas de espera antes da entrada dos lotes
nestas instalacdes ou passaram pelas pocilgas quando destas ndao foram obtidos
isolados de SCP, indicando que estes animais ja vieram contaminados da granja. A
presenca destas bactérias no reto dos animais demonstra a possibilidade do préprio
suino contaminado na granja de origem ser fonte de contaminacdo para o0s
manipuladores, os equipamentos e os utensilios utilizados durante as operacgoes,
podendo resultar na contaminacdo cruzada de outras carcacas, conforme ja relatado
por Molla et al. (2012).
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Na etapa apos a depiladeira, foram obtidos cinco isolados (8,9%). A etapa de
escaldagem, quando realizada adequadamente, além de facilitar a retirada dos
pelos, pode contribuir para a diminuicdo da carga microbiana presente na pele. No
entanto, a etapa subsequente de depilacdo € um ponto critico para a contaminacéo
da carcagca com bactérias provenientes da boca, narinas e trato gastrointestinal de
suinos contaminados (LASSOK e TENHAGGEN, 2013). No nosso estudo, quatro
das cepas isoladas nesta etapa apresentaram perfil de bandas distintos de qualquer
outro isolado obtido, indicando que a contaminacao teve origem dentro da planta do
frigorifico.

Na etapa ap0s a abertura da cavidade abdominal, nove isolados (16,1%)
foram identificados, dos quais sete tiveram seus padrbes de bandas diferentes dos
demais, indicando que houve contaminacdo cruzada. Pode haver uma maior
ocorréncia de SCP em etapas posteriores ao chamuscamento, como a evisceracao,
devido a intensa manipulacdo das carcacas por colaboradores que podem ser
portadores assintomaticos deste patdgeno (LIMA et al., 2004). Outra possibilidade
de contaminacao € através do uso de facas e ganchos mal higienizados durante a
operacdo de evisceracdo entre um animal portador e outro. No frigorifico
acompanhado, a ocluséo do reto é realizada apenas com o uso de lacre de nylon, o
que poder ter contribuido para a contaminacdo do manipulador ou de utensilios
utilizados no momento da evisceracdo, considerando a possibilidade de ter havido
derramamento de material fecal no momento da colocac¢éo do lacre. Alguns estudos
demonstram que a utilizagdo de saco plastico na oclusao do reto € a melhor forma
de evitar contaminacdo com bactérias patogénicas durante a evisceragao
(NESBAKKEN et al., 1994; LAUKANNEN et al., 2010).

Foram obtidos cinco isolados (8,9%) da lingua e sete (12,5%) da papada.
Estes resultados revestem-se de importancia, pois estes cortes sao utilizados como
matéria-prima na elaboracdo de embutidos e outros subprodutos, os quais tém sido
objeto de isolamento de SPC por outros autores (O'BRIEN et al., 2012; PERLIN et
al., 2015), bem como tém sido implicados em casos de DTA no Rio Grande do Sul
(WELKER et al., 2010).

Os linfonodos atuam como barreira primaria as infeccbes, podendo 0s suinos
ser portadores assintomaticos de SCP (GUERRA FILHO et al., 2014) quando
enviados ao abate, chegando ao abatedouro ja contaminados desde a granja. No

entanto, a presenca desta bactéria em tecidos linfoides de suinos tem sido pouco
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estudada. Em nosso estudo, os linfonodos foram o ponto com maior percentual de
isolados, sendo 11 (18,96%) identificados como SCP, dos quais sete foram
considerados diferentes das demais cepas isoladas.

Antes da entrada da carcaca na camara fria, foram obtidos dez (17,85%)
isolados, dos quais sete foram diferentes das cepas isoladas nos outros pontos,
indicando que possivelmente a contaminacéo destas carcacgas se deu apds o uso de
utensilios contaminados ou ap06s a manipulacdo das carcacas por colaboradores
portadores. A presenca de SCP neste ponto é um fato importante a ser
considerado, pois esta é a Ultima etapa do abate onde medidas de controle pode ser
adotadas antes da destinac&o do produto ao mercado. Estes resultados demonstram
gue as boas praticas adotadas pelo estabelecimento ndo foram suficientes para

eliminar o micro-organismo ao longo do fluxograma de abate.

4 Concluséao

As pocilgas de espera em abatedouros-frigorificos sdo importantes fontes de
contaminacdo de Staphylococcus coagulase positiva em suinos enviados ao abate.
Os proprios animais que chegam ao abatedouro j4 portadores de SCP também
constituem potenciais fontes de contaminagdo através das fezes, dos linfonodos
mesentéricos e da cavidade oral.

Os linfonodos foram o ponto de maior isolamento de SCP nos suinos, seguido
da entrada na camara fria, que acaba sendo um ponto critico, pois esta € a Ultima

etapa do fluxograma antes do produto ser destinado ao consumidor.
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Contaminacgao de suinos por Yersinia enterocolitica no fluxograma de abate e
sua relagdo com a granja
Contamination of pigs by Yersinia enterocolitica in the slaughter flowchart and its
relation to the farm

Resumo

O objetivo deste estudo foi verificar a importancia da contaminacdo dos suinos por
Yersinia enterocolitica na granja para a contaminagdo no fluxograma de abate.
Sessenta suinos foram acompanhados. Foram coletadas amostras de fezes na
granja de origem dos animais e durante o abate, diretamente do reto, apds a
insensibilizacdo. Também foram coletadas amostras da carcaca apos a passagem
na depiladeira, apds a evisceracédo, antes da entrada na camara fria, da papada e da
agua do tanque de escaldagem antes de iniciar o abate e ap6s a passagem dos
animais. Os isolados foram obtidos através de andlises microbioldgicas, identificados
por PCR e comparados através de rep-PCR. Yersinia enterocolitica foi isolada de
trés baias na granja de origem (20%) e de 20 amostras (6,67%) obtidas no
fluxograma. Apds a rep-PCR, observou-se que os suinos contaminados na granja
podem carrear o micro-organismo para diferentes pontos do fluxograma de abate.
No entanto, as fontes de contaminag¢do que se encontram no préprio frigorifico sdo
mais frequentes e diversas. A papada e a carcacga na entrada da camara fria sdo os
pontos mais criticos. As medidas de boas praticas adotadas durante o fluxograma de
abate, se ineficientes, podem permitir a persisténcia destas bactérias no produto

final.

Palavras-chave: abatedouro-frigorifico, saldde publica; suinocultura; Yersinia

enterocolitica

Abstract

The objective of this study was to verify the importance of the contamination of the
pigs by Yersinia enterocolitica in the farm for the contamination in the slaughter
flowchart. Sixty pigs were followed. Stool samples were collected from animals on the
farm of origin and during the slaughter, from the rectum after desensitization.
Samples from the carcass after dehairing, after evisceration, before the cold
chamber, the jowls and the water of the scald tank before beginning the slaughter

and after the passage of the animals were collected too. The isolates were obtained
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through microbiological analyzes, identified by PCR and compared through rep-PCR.
Yersinia enterocolitica was isolated from three bays in the farm (20%) and from 20
samples (6.67%) obtained in the flowchart. After rep-PCR, it was observed that
contaminated pigs on the farm can carry the microorganism to different points in the
slaughter flowchart. However, the sources of contamination that are in own
slaughterhouse are more frequent and diverse. The jowls and carcass before
entrance in the cold chamber are the most critical points. Measures of good practices
adopted during slaughter flow, if ineffective, may allow the persistence of bacteria in
the final product.

Keywords: public health; slaughterhouse; swine breeding, Yersinia enterocolitica

Introducao

A carne suina € mundialmente apontada como uma das mais importantes
fontes de proteina animal. O Brasil destaca-se como o quarto maior produtor de
carne suina no mundo, atras de China, Unido Europeia e Estados Unidos (ABPA,
2016). Nos dUltimos anos a suinocultura brasileira vem desenvolvendo-se
aceleradamente. Fato esse atribuido ao investimento de pesquisadores e produtores
no melhoramento da qualidade deste produto, tornando-o mais nutritivo e mais
magro (ABIPECS, 2013). Reflexo disso € o aumento no consumo per capita de
carne suina pelos brasileiros, que chegou a 15 kg/hab/ano em 2015 (ABPA, 2016).
No entanto, a carne suina e seus derivados, devido aos seus altos percentuais de
proteinas, vitaminas e minerais, constituem um ambiente propicio para o
desenvolvimento bacteriano, inclusive de bactérias patogénicas, tornando-se um
veiculo de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA).

Yersinia enterocolitica € um patégeno de alta prevaléncia em toxi-infeccdes
alimentares em humanos (Drummond et al., 2012). Y. enterocolitica € um patégeno
gastrointestinal que provoca enterite aguda com febre e diarreia, principalmente em
criangas. Casos de eritema nodoso, artrite, linfadenite mesentérica e
pseudoapendicite também tém sido associados a esta bactéria (Fredriksson-
Ahomma, 2010).

Os mecanismos de patogenicidade de Y. enterocolitica sdo complexos e
envolvem inumeros fatores. A presenca de um plasmideo de viruléncia, denominado
pYV é essencial e, para que haja a infeccdo, sdo necessarios, pelo menos, dois

fatores cromossdmicos chamados ail, encontrado apenas em cepas patogénicas, e
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inv, presente tanto em cepas patogénicas quanto ndo patogénicas (Wannet et al,
2001).

Esta bactéria € encontrada no intestino de diferentes espécies animais, tanto
em individuos sadios quanto doentes. Os suinos sdo importantes reservatorios de Y.
enterocolitica patogénica e destacam-se como portadores cronicos dos sorotipos
mais comumente implicados na infeccdo humana, albergando-a na cavidade oral,
lingua, tonsilas e linfonodos e excretando-a nas fezes (Nesbakken et al., 2003;
Germano e Germano, 2015). Estima-se que 77,3% dos casos de yersiniose humana
sejam devidos ao consumo de carne suina crua ou malcozida contaminada (Fosse
et al., 2009; Rosner et al., 2012). Borch et al., (1996) destacam que Y. enterocolitica
€ também uma das bactérias inseridas na linha do abate pelo préprio suino. Além
disso, algumas cepas possuem a capacidade de se aderir as superficies sélidas,
produzindo biofilmes. Esta capacidade, associada a falhas nos procedimentos
higiénico-sanitarios, permite que os residuos aderidos em superficies e
equipamentos transformem-se em potenciais fontes de contaminacao (Parizzi et al.,
2004).

A presenca de Y. enterocolitica nos produtos de origem suina deve ser
pesquisada, visto que estes alimentos tém sido reportados como uma importante
forma de veiculacédo de DTA para humanos (Bolton et al., 2013; Bonardi et al., 2013;
Van Damme et al., 2013; Blagojevic e Antic, 2014; Laukkanen et al., 2014), inclusive
no Brasil (Paix&do et al., 2013; Saba et al., 2013). Desta forma, considerando que
suinos prontos para abate podem albergar Y. enterocolitica na granja, o objetivo
deste trabalho foi verificar a importancia da contaminacdo dos suinos por Y.

enterocolitica na granja para a contaminagao no fluxograma de abate.

Materiais e métodos

Durante o estudo, 60 suinos de 15 baias de uma granja de ciclo completo,
localizada no sul do Rio Grande do Sul, foram selecionados aleatoriamente,
identificados e acompanhados durante o abate em um matadouro-frigorifico
legalmente estabelecido, cadastrado e inspecionado pela Divisdo de Inspecao
Sanitaria de Produtos de Origem Animal da Secretaria da Agricultura, Pecuaria e
Irrigagcdo do Rio Grande do Sul, onde em cada coleta foram amostrados quatro
suinos de cada baia. Duas semanas antes do carregamento dos animais para o

abate, foram coletadas amostras de fezes para pesquisa de Y. enterocolitica no
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interior das baias, com o uso de propés descartaveis, onde se caminhava em
diferentes dire¢cdes. O material contido nos propés foi coletado com zaragatoas
estéreis, totalizando trés amostras por baia. Imediatamente apdés a coleta, as
amostras foram encaminhadas para analise em meio de transporte Cary Blair
(Himedia, india) em caixa isotérmica com gelo.

Ao longo do fluxograma de abate, quatro animais de cada baia foram
acompanhados, dos quais foram coletados os seguintes pontos: 1) Coleta de fezes
apos a insensibilizacao, através da introducdo de zaragatoa estéril no reto; 2) Apés a
depiladeira, através de friccdo de uma zaragatoa estéril em uma area de 100 cm?
delimitada por gabarito de aco inoxidavel estéril na superficie externa da carcaca, a
15 cm da linha do dorso, a partir da 52 costela; 3) Apds a abertura da cavidade
abdominal, através da friccdo de zaragatoa estéri em uma &area de 100 cm?
delimitada por gabarito de aco inoxidavel estéril na superficie interna da carcaca, a
10 cm das articulagcdes das costelas com as vértebras, a partir da 5% costela; 4)
Imediatamente antes da carcaca entrar na camara fria, através da friccdo de uma
zaragatoa estéril na superficie externa da carcaca em uma area de 100 cm?
delimitada por gabarito de aco inoxidavel estéril, a 15 cm da linha do dorso e a partir
da 5?2 costela; 5) Amostra da papada, através da friccdo de uma zaragatoa estéril na
superficie interna da papada.

Também foram coletadas amostras da agua do tanque de escaldagem, em
frascos de vidros estéreis em volume aproximado de 50 mL, antes de iniciar o abate
e apos a passagem dos animais.

Para o isolamento de Y. enterocolitica as zaragatoas com as amostras foram
semeadas por esgotamento em agar MacConkey (Acumedia, Lansing, Michigan,
USA). Apds incubacdo a 37°C por 24 horas, trés colbnias lactose negativas foram
semeadas em Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI, Acumedia), incubadas
novamente a 37°C por 24 horas e misturadas a 20% de glicerol para manutencéo de
estoque a -70°C.

O DNA dos isolados suspeitos de Y. enterocolitica foi extraido de acordo com
0 protocolo descrito por Sambrook e Russel (2001). O pellet obtido por centrifugacéo
de 1 mL de cultura em BHI foi ressuspendido em 100 pL de tampéo STES [Tris-HCI
0,2 M, NaCl 0,5 M, SDS 0,1% (m/v), EDTA 0,01 M, pH 7,6]. Apos, foram adicionados
50 yL de pérolas de vidro e 100 pL de fenol/cloroférmio, seguido de

homogeneizagao por 1 min e centrifugacdo a 13.000 g por 5 min. O sobrenadante foi
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coletado e precipitado em 2 volumes de etanol absoluto e 0,1 volume de NaCl 5 M a
-70 °C por 30 min. Uma nova centrifugacéao foi realizada a 13.000 g por 20 min, e 0
sobrenadante descartado. Entdo, o pellet foi lavado com etanol a 70%. Por fim, a
eluicdo foi feita em 40 pL de tampéo de eluicdo (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH
7,4). O DNA extraido foi estocado a -70°C.

Para identificacdo de Y. enterocolitica, foi realizada duplex - PCR conforme
Wannet et al. (2001). Cada 25 pL da mistura de reagdo continha o0s primers
especificos para os genes ail e rRNA 16S (Tab. 1) nas concentracdes de 160 nM e
80 nM, respectivamente; 200 uM de cada nucleotideo; 0,5 U de Taq DNA
polimerase; 1x de tampéo; 2 pL (20 ng) de DNA.

Tabela 1. Primers utilizados na identificag8o de Y. enterocolitica.

Primer Sequéncia (5’ a 3") Gene Tamanho da Referéncia
alvo amplificacdo (pb)
Al TTAATGTGTACGCTGGGAGTG All 425 Wannet et al.
A2 GGAGTATTCATATGAAGCGTC (2001)
Y1 AATACCGCATAACGTCTTCG 16S 330 Neubauer et al.
(2000)
Y2 CTTCTTCTGCGAGTAACGTC

A amplificacéo foi realizada a 94°C durante 5 min, seguido por 36 ciclos de
94°C durante 45 s, 62°C por 45 s e 72 °C por 45 s. A extensdo final foi realizada a
72°C durante 7 min. Os produtos de PCR, foram corados com GelRed e visualizados
em gel de agarose 1,5%.

A comparacao dos perfis moleculares de Y. enterocolitica foi realizada através
de rep-PCR, utilizando o primer (GTG)s (Versalovic et al., 1994). As condi¢cdes da
rep-PCR foram as seguintes: 2,5 pL de DNA, 2 uyL do primer (5-
GTGGTGGTGGTGGTG-3'), 12,5 uL de Master Mix (Sigma Aldrich, EUA) e 8 uL de
agua para completar o volume da reacdo. Para a amplificacdo foi realizado um ciclo
de 94°C por 5min, 30 ciclos subsequentes de 95°C por 30s, 45°C por 1min e 60°C
por 5min, e finalmente um ciclo de 60°C por 16 min. Para a visualizacdo dos padrdes
de banda das diferentes regides amplificadas no genoma, os produtos da rep-PCR
foram corados com GelRed e a eletroforese foi realizada em gel de agarose 2%.

Resultados e discussao
Das 345 amostras coletadas em nosso estudo, Y. enterocolitica foi isolada de
trés (20%) das quinze baias analisadas e de 20 (6,67%) das 300 amostras obtidas

durante o fluxograma de abate (Tab. 2).
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Tabela 2. Presenca de Yersinia enterocolitica na granja e no fluxograma de abate de suinos

Granja Agua Reto® PD PE EC Papada Agua Final

Inicial
Lotes

+ - +4-- -t - S - - -

- - 4+ - oo —— - —— - - - -

-t -+ - -

© ® N o O A~ W N
1
1
1
1
1
1
+
1
1
1
1
1
1
1

=
o
1
1

=
=
1
1

=

N

+
1

-+ -t - -+ - -+ +--+ -

=
w
1
1

+ - R, R, —— - —— - —— - -

'—\
N

®Nas colunas onde aparecem quatro simbolos (+ ou -), cada um corresponde a um suino. A ordem
dos animais é a mesma em toda a linha. Auséncia de Y. enterocolitica (-); presenga de Y.
enterocolitica (+).

PD — Pés-depiladeira
PE — Pos-evisceragéo

EC — Entrada da camara fria

No lote 12, a cepa isolada da baia em que este lote se encontrava na granja
apresentou padrdao de bandas indistinguivel do isolado obtido do reto do animal 4
apos a insensibilizacdo, indicando que este suino veio da granja contaminado. J& o
animal 2, apresentou um isolado obtido da superficie da carcaca apés a evisceracao
indistinguivel da cepa isolada na granja. Este resultado sugere que provavelmente
este suino fosse portador de Y. enterocolitica e que o0s procedimentos de
evisceracdo ndo foram adequados, vindo a contaminar a superficie interna da
carcaca. Os isolados obtidos das amostras coletadas no fluxograma de abate dos
animais do lote 2 ndo apresentaram padréo de bandas similares aqueles obtidos do
isolado oriundo das amostras de fezes coletadas na baia em que o lote se
encontrava na granja, o que indica que sua origem se deveu a outras fontes de

contaminagao durante o processamento. Por outro lado, nenhum dos animais do lote
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14, de cujas fezes foi isolada Y. enterocolitica na granja, apresentou 0 micro-
organismo nas fezes no momento do abate, sugerindo que a contaminagao das
fezes na baia seja oriunda de outros animais do mesmo lote. Nas amostras do reto,
dois animais estavam contaminados com Y. enterocolitica, um oriundo de baia
positiva e um de baia negativa. Nota-se que nem todos 0s animais provenientes de
baias contaminadas com Y. enterocolitica apresentaram esta bactéria no reto,
demonstrando que estes animais poderiam ndo estar contaminados ou nao estar
excretando o micro-organismo no momento da coleta. Por outro lado, um animal
contaminado com Y. enterocolitica era oriundo de uma baia negativa. E possivel que
no momento da coleta nas baias ndo se tenha conseguido isolar Y. enterocolitica
das fezes, apesar das amostras serem 0 mais representativas possivel, ou que o
suino néo estivesse excretando a bactéria, mesmo estando contaminado, e no
momento do abate, devido ao estresse ao qual foi submetido durante o transporte
e/ou jejum, passasse a excreta-la. O pequeno numero de isolados obtidos das fezes
coletadas do reto dos animais (2/20) em relacdo aos isolados obtidos em outros
pontos do fluxograma de abate (18/20) indicam que, apesar da contaminacdo no
abatedouro-frigorifico a partir dos animais portadores ser uma possibilidade, as
fontes de contaminacdo mais frequentes encontram-se no préprio estabelecimento.
De acordo com Parizzi et al. (2004), algumas cepas de Y. enterocolitica sdo capazes
de produzir biofiimes. Esta capacidade, associada a falhas nos procedimentos
higiénico-sanitarios, permite que o0s residuos aderidos em superficies e
equipamentos transformem-se em potenciais fontes de contaminacao.
Adicionalmente, a diversidade de padrdes de bandas obtidos com a rep-PCR sugere
uma grande variedade de fontes de contaminacdo, o que dificulta a sua
identificacao.

Foram obtidos cinco isolados (25%) da superficie da carcaca apdés a
passagem na depiladeira. A etapa de escaldagem, realizada imediatamente antes
da depilacdo, além de facilitar a retirada dos pelos, pode contribuir para a diminuigdo
da carga microbiana presente na pele (Lassok e Tenhaggen, 2013). De acordo com
Bolton (2013), temperaturas entre 57 e 62°C sao suficientes para inativar Y.
enterocolitica no tanque de escaldagem. A legislacdo brasileira estabelece que a
escaldagem dos suinos seja feita com agua a uma temperatura de 62° a 72° C, por
dois a sete minutos (MAPA, 1995). Nenhuma as amostras de agua do tanque de

escaldagem analisadas estava contaminada com Y. enterocolitica. No entanto, a
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7z

etapa de depilagdo é considerada um ponto critico, uma vez que pode haver a
contaminacdo da carcaca atraves de secre¢Bes da cavidade oral ou do trato
gastrointestinal excretadas por animais portadores. Se, no abate, 0s suinos
estiverem excretando o micro-organismo, € possivel que no momento de rolagem do
suino para a retirada dos pelos haja o extravasamento de material fecal e
contaminacdo superficial da carcaca (Borch et al., 1996). Entretanto, nenhuma cepa
isolada no reto dos animais apresentou similaridade com as cepas isoladas nas
superficies das carcacas apds esta etapa, sugerindo que possivelmente houve
contaminacdo cruzada com cepas oriundas de outros lotes de suinos que
persistiram nos equipamentos devido a condicbes de manejo higiénico-sanitario
ineficientes ou durante a toalete da depilacdo, realizada manualmente, através de
manipuladores contaminados.

Das amostras da superficie da carcaca apos a evisceracdo, Y. enterocolitica
foi isolada de trés (15%). No frigorifico acompanhado, a oclusdo do reto era
realizada com lacre de nylon. No entanto, o uso de saco plastico envolvendo o reto
tem sido sugerido como um método mais eficaz durante esta etapa, visto que, se o
lacre ndo for bem fechado, pode haver contaminacdo da carcaca com conteudo
fecal. Laukannen et al. (2010) registraram uma diferenca de 10% para 0,8% de
contaminacdo da carcaca nesta etapa em dois frigorificos diferentes, quando
comparados 0 uso somente de lacre e 0 uso de saco plastico na oclusao do reto,
respectivamente. E possivel também que tenha havido contaminacdo das carcacas
através do uso de utensilios de corte mal higienizados. Outra possibilidade é a
contaminacdo cruzada através de manipuladores portadores assintomaticos da
bactéria. Quando analisados pela rep-PCR, pode-se perceber que no lote 2, o
isolado do animal 2 obtido nesta etapa foi indistinguivel da cepa isolada na
superficie da carcaca apdés a depiladeira, indicando que as operacdes foram
ineficazes em eliminar 0 micro-organismo neste caso.

A papada foi o local onde se obteve o maior nimero de isolados,
correspondendo a 30% (6/20) das amostras positivas para Y. enterocolitica obtidas
no fluxograma de abate. Y. enterocolitica € comumente encontrada na cavidade oral
dos suinos, principalmente nos linfonodos submandibulares, tonsilas, lingua e
faringe, o que pode explicar esse maior isolamento na papada, regido préxima aos
locais supracitados (Nesbakken et al.,, 2003; Paixdo et al., 2013). Uma outra

possibilidade de contaminacéo seria uma falha de procedimento durante a inspecao
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dos linfonodos submandibulares, podendo levar a dissemina¢édo da bactéria através
dos utensilios utilizados ou das méos dos agentes de inspecéo.

A partir da superficie da carcaca antes da entrada na camara fria foram
obtidos 20% (4/20) dos isolamentos de Y. enterocolitica das amostras coletadas
durante o fluxograma de abate. Através da rep-PCR, foi possivel observar que a
cepa isolada da superficie da carcagca do animal 4 do lote 12 era indistinguivel dos
isolados obtidos do reto do mesmo animal e da amostra de fezes da baia em que o
lote se encontrava na granja, que apresentaram o mesmo padrdo de bandas,
conforme comentado anteriormente. Estes resultados demonstram que a
contaminagao na granja pode permanecer durante todo o processamento de abate,
persistindo no produto final. Também deixam claro que as medidas de boas praticas
adotadas no abatedouro-frigorifico ndo foram eficazes na eliminacdo do micro-
organismo. A presenca de Y. enterocolitica nesta etapa do processo revela-se
importante, uma vez que este micro-organismo € psicrotréfico, multiplicando-se em
temperaturas abaixo de 4°C e permanecendo viavel nos alimentos mesmo apos

longos periodos de refrigeracao (Laukannen et al., 2014).

Conclusdes

Y. enterocolitica presente no trato gastrointestinal de suinos na granja pode nao
ser eliminada ao longo de todo o fluxograma de abate e permanecer na carcaca
destinada a camara fria. Entretanto, as fontes de contaminacdo mais frequentes
encontram-se no proprio estabelecimento de abate, sendo a papada e a entrada da
camara fria os pontos mais criticos de controle.

A maioria das cepas de Y. enterocolitica obtidas em diferentes pontos no
fluxograma apresentaram distintos padrdes de banda na rep-PCR, indicando néo
terem uma origem recente comum, 0 que significa que as fontes de contaminacéo

no estabelecimento sdo bastante diversas.
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3 Consideracgdes Finais

Através do nosso estudo, observou-se que as pocilgas de espera séo
importantes fontes de contaminacdo de SCP para os suinos enviados ao abate.
Uma vez contaminados, 0s animais podem carrear 0 micro-organismo para o
ambiente de abate através de fezes, linfonodos mesentéricos e cavidade oral. Este é
o primeiro trabalho realizado no Brasil, que sem tem conhecimento, relatando a
importancia das pocilgas de espera como fontes de contaminagdo para 0s suinos
destinados ao abate.

A origem da contaminagdo por Y. enterocolitica em suinos pode ocorrer na
granja. No entanto, a contaminacédo se da principalmente no abatedouro-frigorifico.
Através da comparacdo dos padrdes de banda, observou-se que as fontes de
contaminagdo no ambiente de abate sdo diversas, uma vez que as cepas
encontradas foram distintas. A dgua no tanque de escaldagem nao constitui um risco
de contaminacéo de Y. enterocolitica, se bem observadas as medidas de controle
durante a operacéo.

As medidas de boas praticas adotadas no pré-abate e durante o
fluxograma de abate, se ineficientes, podem permitir a persisténcia destas bactérias

no produto final, constituindo um risco a saude publica.
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