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RESUMO

TEODORO, Vanessa Aglaé Martins, M.S., Universidade Federal de Vicosa,
fevereiro de 2004. Yersiniaenterocoliticacomo perigomicrobiolégicoemdois
ambientes de abate de suinos. Orientador: Paulo Sérgio de Arruda Pinto.

Conselheiras: Maria Cristina Dantas Vanetti e Paula Dias Bevilacqua.

Foi objetivo deste trabalho avaliar acontaminagao de carcacas suinas a partir
de amostras de swab de superficie e detonsilas suinas por Yersinia enterocoliticaem
ambientes de abate de suinos inspecionados e ndo inspecionados e comparar as
técni cas de anali se microbiol 6gicaconvencional e Reagéo de Polimeraseem Cadela-
PCR quanto aeficéacia, rapidez, custo dos reagentes etipo deamostrautilizada. No
ambiente de abate i nspecionado, as amostras col etadas em um matadouro-frigorifico
deMinasGerais, Brasil, se constituiram de esfregacos superficiaisde 120 carcagas
paraandlise microbiol égicaconvencional, sendo 30 amostras hos seguintes pontosde
coleta: aposadepilacao, antes daevisceracdo, aposaevisceracao/serragem eapos 24
a 48 horas de refrigeracdo. No ambiente ndo inspecionado as amostras foram
coletadas ao final do abate, cosntituindo-sede 30 carcagase 30tonsilasdesuinosese
destinaram aanalise microbiol 6gica convencional e pela PCR. Nenhuma amostra
apresentou contaminacao por Yersiniaguando se empregou atécnicamicrobiol 6gica
convencional nos matadouros inspecionados ou ndo. Por outro lado, quando se
utilizou a técnica de PCR, 73% dos suinos ndo inspecionados apresentaram-se
contaminados com Y. enterocolitica. Esta contaminacéo foi de 40% nas carcacas e
43% nas tonsilas, sendo que dessas Ultimas, 10% possuia amostras de Y.
enterocolitica patogénica. Além da aparente maior sensibilidade, o PCR ainda
mostrou ser umatécnicamais rapidae de menor custo que aandlise microbiol 6gica
convencional. Tanto as tonsilas quanto os esfregagos de carcagas sdo alternativas
vidveis paraa coleta de amostras com vistas adeterminagéo de Y. enterocoliticaem
suinos abatidos. Y. enterocoliticapode ser considerada um perigo microbiol 6gico que
ocorre ao longo do processo de abate. A aplicacdo das Boas Préticas de Fabricacdo
(BPF) edo APPCC com aidentificagéo de Pontos Criticos de Controle (PCCs) pode

ser uma boa alternativa para o controle da Y. enterocolitica no abate de suinos.
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ABSTRACT

TEODORO, Vanessa Aglaé Martins, M.S., Federal University of Vigosa, february

2004. Yersinia enterocolitica as a microbiological hazard in two swine
slaughter house pattern. Adviser: Paulo Sérgio de Arruda Pinto. Committee

members. Maria Cristina Dantas Vanetti and Paula Dias Bevilacqua.

The purpose of this work was to evaluate the contamination of swine
carcasses from samples of surfaces swabling and swine tonsils with Yersnia
enterocolitica in inspectioned and not inspectioned places of swine slaughter and
compare the conventional microbiological analyses and Polymerase Chain Reaction-
PCR taking asreferenceitsthe effectiveness, quickness, reagents cost, and type of
samples used, as subsidy to the HACCP system. In theinspectioned place slaughter
the sampleswere collected in ainspectioned slaughterhousein Minas Gerais, Brazil,
were constituted of surfaces swabbling of 120 carcasses for conventional
microbiologic analyses, thirty sampleswere collected in the fol lowing processing
collecting point: after scalding/dehairing, immediately before evisceration, after
evisceration/splitting and after 24 to 48 hours of refrigeration. Inthenot inspectioned
placesthe sampleswere collected in the end of slaughter and were constituted by 30
carcasses and 30 swinetonsilsand were destinated to conventional microbiological
analyses and PCR. When the conventional microbiol ogic analyses wereused bothin
Inspectioned and not inspectioned places contaminated samples were not found.
However, when the PCR techinc was used 73% of the not i nspectioned swine showed
to be positivesto Y. enterocoalitica. Thiscontamination was of 40% in the car casses
and 43% in thetonsils; 10% of thisanimals presented samples contaminated with.
enterocolitica. Besideits higher apparent sensibility, the PCR showed to be afaster
technic and with lower cost than the conventional microbiologic analyses. Botht he
tonsilsand the carcasses swabbling are viabl e alternativesfor samples collection for
the Y. enterocolitica determination in the slaughtered swine. Y. enterocolitica can be
considered an microbiological hazard that happens in the slaughter process. The
application of the GM P and the HACCP with theidentification of the Critical Control
Points (CCPs) can be a good alternative to the control of Y. enterocolitica in the

swine slaughter.
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1. INTRODUCAO

Yersinia enterocolitica € uma bactéria causadora da doenca denominada
yersiniose que possui como manifestacdo clinicamaisfreqliente, aenterocolite. Os
sintomas variam de acordo com aidade da pessoainfectada, sendo maisintensosem
criangas.

Essa bactéria se encontra amplamente distribuidano ambienteterrestre e na
agua. Pode ser isolada de animais de produgdo como suinos, bovinos, ovinos e
caprinos, animaissilvestres, passaros, peixes, moluscos einsetos. A principal fontede
contaminagdo para os seres humanos é a carne suina. Porém, o leite cru ou
inadequadamente pasteurizado, bem como seus derivados, produtos de ovos e
vegetais crus também podem veicul&la.

A deteccdo da Y. enterocoliticaem alimentos tem-se mostrado cadavez mais
importante quanto asegurancaalimentar dos consumidores, principalmentedevidoa
sua capacidade de crescer em alimentos crus e cozidos atemperaturade refrigeracéo.

Nos ultimos anos, houve um aumento consideravel da incidéncia dessa
enterobactéria nos seres humanos e do seu isolamento a partir de alimentos. No
Brasil, Y. enterocolitica foi isolada no ser humano, em cées e suinos, enfermos ou
sadios, na agua e em alimentos como carne e derivados, leite e vegetais,
princi palmente nos Estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul.

Asenfermidadestransmitidas pelos alimentos (ETA) encontram-se entre as
principais causas de morte nos paisesda AmeéricalL atinae do Caribe. Além disso, o
desenvolvimento econémico e aglobalizacdo do mercado mundial, asalteracdes nos
habitos alimentares, com crescente utilizagdo de alimentos industrializados e



consumidos fora de casa, a introdugdo de medidas de saneamento, entre outros
fatores, alteram o perfil epidemiol6gico das ETA, expondo a populacdo a variados
tipos de contaminantes (OPAS/INPPAZ, 2001).

A inspecdo sanitaria, em qualquer nivel da administracéo publica, preconiza
um control e sanitario do abate, de modo a assegurar a salde dos consumidores da
carne ou produtos carneos oriundos dos referidos estabel ecimentos. Porém, ainda
hoje, grande parte da carne consumi da pela populagéo brasileira é proveniente de
abates sem inspecdo ou clandestinos. Esses animais néo possuem certificado de
procedénciae sdo frutos de um longo processo de sonegacdo fiscal . Essetipo de abate
permite que chegue amesados consumidores car nes oriundas de animai sdoentesou
dedescarte.

A adocéo das Boas Préti cas de Fabricacéo (BPF) edo Sistemade Anadlisesde
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) por parte de governos, industriae
consumidores, pode alterar, consideravelmente, este panorama, pois pode-se
identificar os perigos concretos e adotar as devidas medidas preventivas. Estas
tecnol ogias de aplicagéo recente buscam of erecer aos consumidores alimentosque
nado apresentem riscos asalde (OPAS/INPPAZ, 2001).

O sistema APPCC baseia se naidentificacéo, avaliacdo e control e dos perigos
advindos do processo de abate e do processamento dos alimentos nas linhas de
producdo, distribuic¢éo e consumo. Dessaforma, propiciacondic¢des paraminimizar a
contaminag&o microbiana, diminuindo o ri sco de doencas causadas pelaingestéo de
alimentos impréprios para 0 consumo. Para garantir sua exequibilidade, o
monitoramento na linha de abate deve ser conduzido tendo como parémetros os
Pontos Criticos de Controle (PCCs) para assegurar que 0S perigos sejam
posteriormente prevenidos, reduzidos ou eliminados.

Esse trabalho teve como objetivos avaliar a contaminacéo de carcagas e
tonsilas suinas por Y. enterocolitica nos ambientes de abate, inspecionados e ndo
inspecionados e comparar a pesquisa microbioldgica convencional e a PCR, em
relacdo ao custo dosreagentes, duracdo, eficaciaetipo deamostraanalisada, tonsilae

carcaca.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Yersinia enterocolitica; caracteristicas gerais

Yersiniaéum género dafamilia Enterobacteriaceae composto por 11 espécies,
trés claramente patogénicas para o0 ser humano: Y. enterocolitica, V.
pseudotuberculosis e Y. pestis. As oito espécies restantes (Y. frederiksenii, Y.
intermedia, Y. kristensenii, Y. mollaretii, Y. bercovieri, Y. rohdd, Y. rucheri e Y.
aldovae) sdo consideradas ndo-patogénicas ou ambientais (De Boer, 1992;
Sulakveilidze, 2000; Aarts et al., 2001).

A espécie de Y. enterocolitica € muito heterogénea dos pontos de vista
bioguimico, soroldgico, grau de viruléncia e distribui¢do geografica. Dentre os seis
biotiposidentificados, cinco (biotipos 1B, 2, 3, 4, e 5) sdo considerados patogénicos
para humanos. Suas cepas estdo distribuidas em mais de 60 sorotipos, entretanto,
apenas alguns sdo patogénicos (Leal et a., 1997b; Wannetet al., 2001). Segundo De
Boer & Nouws(1991), os principais soroti pos associ ados com adoenga humana sao:
0:3, 0:5,27, 0:8 e O:9.

Y. enterocoliticase caracterizapor apresentar -se naformade bastonete Gram-
negativa, anaerobiafacultativa, ndo esporul ada, oxidase negativae usua mente urease
e nitrato redutase positiva; fermentaa glicose com pouca ou nenhuma producéo de
gas (Silvaet al., 1997).

Quanto atemperatura de crescimento, € psicrotréfica, multiplicase entre—
1,3°C e 42°C, comtemperaturaétimade crescimento entre 25 e 37°C (Germano &
Germano, 2001). Devido asuapropriedade de se desenvolver a4 °C, semultiplicanos
alimentosrefrigerados como carne ederivados, |eite ederivadose vegetaiscrus (L eal



et al, 1997b). As temperaturas usuais de cocgcdo empregadas para a maioria dos
alimentos destroem esse agente (Germano & Germano, 2001).

Y. enterocoliticaé particularmente sensivel aacidosorganicoscomooléticoe
0 acético nas concentracdes de 1 a 3% que, geralmente, ndo tém efeto sobre as
caracteristicas sensoriais desejaveis quando utilizados como descontaminantes de
carcacas e possuem bom efeito residual durante aarmazenagem (Smulders & Greer,
1998).

2.2. Yersinia enterocolitica; deteccdo e isolamento

Nos tltimos 10 a 15 anos, o aumento daincidénciadainfeccdo causadapela
Y. enterocolitica e 0 envolvimento dos alimentos em muitos surtos de yersiniose,
levaram ao desenvol vimento e aperfeicoamento de técnicas para o i solamento desse
pat6égeno em alimentos (De Boer, 1992).

Segundo Marques (1991), o isolamento da Y. enterocolitica em alimentos
complica-se mais pela dificuldade da técnica utilizada do que pelo requerimento
nutricional, uma vez que seu crescimento € mais lento do que o de outros
microrganismos e que suas colbnias sdo rapidamente inibidas e facilmente
mascaradas, mesmo quando semeadas em &gar seletivo. Em alimentos, o isolamento
do microrganismo € geralmente maisdificil devido ao nimero de. enterocoliticaser
bem menor e existir umagrande variedade de micror ganismos competidores (Doyle
& Hugdahl, 1983).

O isolamento da Y. enterocolitica requer meios seletivos que fornecam
nutrientes suficienteseinibam o crescimento damicrobiotacontaminante do alimento
(Sulakveilidze, 2000). Assim, \@rios meios tém sido desenvolvidos, cada um
apresentando vantagens e desvantagens. Em geral, o Agar Cefsulodina-Irgasan-
Novobiocina (CIN), desenvolvido por Schiemann, em 1979, é considerado o meio
mais adequado paraisolar Yersnia. O &gar CIN inibe o crescimento da maioriadas
outras bactérias, sendo uma excelente escolha para o isolamento seletivo da .

enterocolitica de praticamente qualquer tipo de amostra (Sulakveilidze, 2000).



Ao avaliar astécnicas deisolamento e enriquecimento quetém sido propostas
para Y. enterocolitica em géneros alimenticios, Walker & Gilmour (1986)
observaram que o pré-enriquecimento em caldo tripticase de soja(TSB), seguido pelo
enriqueci mento sel etivo em mei o bile-oxal ato-sorbose (BOS), e pel o plagueamento
em agar CIN propiciou um crescimento considerdvel de Yersinia e inibiu
satisfatoriamente a microbiota competidora.

Mei os al calinos também tém sido recomendados paraisol ar Yersinia, porque
inibem grande nimero de contaminantes. Assim, 0 uso desses meios constitui-seem
uma aternativa rapida, sensivel e simples para isolar Yersnia de culturas mistas,
proporcionando uma rapida identificagdo da etiologia da infeccdo alimentar,
facilitando aremocéo dos alimentos contami nados do mercado consumidor (Aulisio
etal. 1980; Marques, 1991).

A capacidade da Y. enterocolitica de crescer a4°C também pode ser utilizada
para seleciona-la, porém, segundo De Boer (1992), esse tipo de enriguecimento
requer longo periodo de incubacéo, tornando-seinviavel parao controlede qualidade
alimentar.

O enriquecimerto em duas fases também tem sido adotado para isolar Y.
enterocoliticaem alimentos. Em um estudo realizado naFranca, por Delmas& Vidon
(1985), foi verificado que, dentre todos os diferentes procedimentos de
enriguecimento eisolamento utilizados, o mel hor foi aquel eefetuado como caldode
enriquecimento BOS, seguido por tratamento al calino antes do i solamento em agar
CIN. Segundo Schiemann (1982), tai s procedimentos, séo mais eficazes e rgpidos que
o enriquecimento afrio e o caldo Rappaport modificado. O uso do caldo BOS como
um enriquecimento seletivo também apresentou melhor desempenho quando
comparado ao caldo de enriquecimento com salina fosfatada tamponada.

O crescimento bacteriano em agar seletivo é somente uma indicagéo da
presenca do género de Yersinia, 0 que ndo exclui a utilizac&o de testes bioquimicos
padronizados para aidentificac8o final da espécie (Sulakveilidze, 2000).

Atual mente, como recurso adicional, para deteccédo deY. enterocolitica, testes
de PCR tém sido padronizados. Namaioriados casos, essestestes apontam genes da
patogenicidade localizados no cromossomo bacteriano yst ou no ail (Aartset al.,



2001). Outrostestes sdo direcionados parasequiéncias|ocalizadas no plasmideopYV.
Esses testes, entretanto, podem ser pouco confiaveis quando ocorre perda do
plasmideo durante o cultivo, o que pode induzir aum resultado falso negativo (Aarts
et al., 2001; Wannet et al., 2001).

A andlise por PCR propicia meios mais rapidos, sensiveis e especificos de
identificacdo de Y. enterocolitica, patogénica ou ndo, do que os métodos
mi crobi ol 6gi cos convencionai s, que séo demorados el aboriosos. Suadutilizagdo reduz
significativamente o tempo exigido para identificar Y. enterocolitica, sendo ainda
dispensados os passos de biotipagem e sorotipagem (Wannet et al., 2001).

Foi realizado por Johannessen et al. (2000), um experimento com produtosde
suinos noruegueses, utilizando um método de culturatradicional e um ensaio de PCR,
analisando-se um total de 300 amostras. Pelo método de cultura, Y. enterocditicaO:3
foi isoladade seisamostras (2%), enquanto 0 método de PCR indicou suapresenca
em 50 amostras (17%). O estudo real cou anecessidade de desenvolver emelhorar os

métodos aplicados adeteccdo da Y. enterocolitica em alimentos.

2.3. Yersinia enterocoliticacomo um perigo para a Saude Publica

Y. enterocoliticaé amplamente distribuidano ambiente terrestre, lagos e agua
corrente (Ryser & Marth, 1989). A principal fonte de contaminacéo de humanoséa
carne de suino contaminada, maso leite cru o u inadequadamente pasteurizado, bem
como seusderivados, produtosde ovos, vegetai s crus, alimentos processadoseaagua
também podem transmiti-la (De Boer & Nows, 1991; De Boer, 1992; Leal et al.,
1997a; Lantzetal., 1998; Aartset al ., 2001). Esse patdgeno também pode ser isolado
de animais de produgdo como bovinos, ovinos e caprinos, animais silvestres,
passaros, peixes, moluscos e insetos (Swaminathan et al., 1982; Ryser & Marth,
1989; Asplund et al., 1990).

A yersiniose € uma doencga gastroentérica humanae ocasionalmente animal,
causadapela Y. enterocolitica e pela Y. pseudotuberculosis (Fukushimaet al., 1997).
O periodo de incubagéo é de 24 a 48 horas e 0s sintomas variam de acordo com a
pessoainfectada. Napopul agdo, de modo geral, os mai s susceptiveisainfeccdo e suas



complicagdes sdo as criangas menores de sete anos de idade, seguidas pel as pessoas
debilitadas, idosos e imunocomprometidos (Germano & Germano, 2001).

A mais frequente manifestacdo clinica da infeccdo € a enterocolite,
caracterizada por diarréia com ou sem sangue, febre e dores abdominais,
principamente no quadrante direito do abdémen, podendo ser confundida com
apendicite (Ryser & Marth, 1989; Ackerset al., 2000). A infeccdo também tem sido
associadacom linfadenite mesentérica, ilite terminal, abscessos esplenohepéticos,
septicemia, eritemas nodosos e artrites (Wannet et al, 2001).

Os mecanismos de patogenicidade da Y. enterocolitica sGo complexos e
envolvem numerososfatores. Atual mente, varios marcadores de patogenicidadeja
foram identificados no genoma dessa bactéria. A presenca de um plasmideo
denominado pYV, € essencial avirulénciadas cepas e aquel as que ndo o possuem sao
avirulentas (Leal et al., 1997a; Sulakveilidze, 2000; Wannet et al., 2001).

Os primeiros passos da infeccdo requerem, pelo menos, dois fatores
cromossdmicos, chamadosail (relacionado ao local deinvaséo) einv (invasdo) (Led
etal., 1997a; Wannet et a ., 2001). Sequiéncias homadlogasdo ail foram encontradas
exclusivamente em cepas patogénicas, ao passo gque sequiéncias homdlogas do inv
apresentavam-se emtodasascepas (Aartset al., 2001; Wannet et al ., 2001). Portanto,
tem sido utilizada a amplificagdo de sequéncias especificas do gene ail para
diagnostico por PCR e identificagcdo de Y. enterocolitica patogénica (Leal et al.,
1997a; Wannet et al., 2001).

Numerosas cepas patogénicas deY. enterocoliticaproduzem umaenterotoxina
estavel designada Y ST |. Embora a atuacdo de Y ST | na patogenicidade da doenca
humanatenha sido questionada por alguns pesqui sadores, estudos recentes sugerem
gue esta pode ter um papel importante na causa de diarréia (Sulakveilidze, 2000).

Dados de prevaléncia da bactéria em estudo em infecgdes intestinais séo
pouco conhecidos, ndo notificados ou incertos (Rajic, 2000). Porém, ssgundo Kjerve
etal. (1998), sua ocorrénciaconstitui um problemade salide publicaimportante, com
impacto clinico e econbémico consideraveis. Em paises desenvolvidos, a Y.
enterocoliticatem sido isoladaem 1 a 2% dos casos humanos de enterite aguda (De
Boer, 1992).



Na Dinamarca, a prevaléncia de Y. enterocolitica O:3, em 1985, foi de 29
casos por 100.000 habitantes. Em 1996, houve um declinio paraaproximadamente 9
casos por 100.000 habitantes, o que pode ser explicado pelaimplementacdo de um
programapara controle deSalmonella nos matadouros, contribuindo parareducéo do
nimero de casos humanos de yersiniose (Rajic, 2000).

Na Noruega, a Y. enterocolitica € o terceiro agente mais freqientemente
relatado em infecgdes bacterianas transmitidas por alimentos, superadapor infecgoes
causadas por Salmonella e Campylobacter (Skjerve et al., 1998). Nos ultimos anos,
entretanto, aincidénciade yersiniose humanatem decrescido significativamente; em
1992, 222 casosforam registrados, ao passo que 108 casos foramrdatadosem 1997.
Nesse pais, o risco aumentado de yersiniose foi associado ao consumo da carne e
lingUica suinas (Johannessen et al., 2000).

Segundo Rgjic (2000), no Canadd, sdo notificadosde 600 a 700 casos por ano.

NaEuropae no Jap&o, amaioriadoscasos de infeccdo bacterianatransmitida
por alimentos se deve a Y. enterocolitica O:3 e O:9, causados pel o alto consumo de
produtos da carne suina (Ackers et al., 2000; Wannet et al., 2001). Nos Estados
Unidos, entre 1976 e 1982, dos cinco casos notificados, quatro foram causadospelo
sorogrupo O:8. A partir de 1988, varios casos de yersiniose em criancas foram
causados pelo sorogrupo O:3 e atribuidos apreparacdo doméstica de intestinos de
suinos (Ackers et al ., 2000).

A identificac8o de Y. enterocolitica, em material de origem clinica, nos
laboratérios de andlise locais, € muito rara (Leal et al., 1988; Falcdo, 1989).
Considerando que a metodol ogiaempregada narotinadesses |aboratérios ndo visao
isolamento de Y. enterocolitica, sua ocorréncia poderia estar sendo subestimada.
Entretanto, no sul do Brasil, Y. enterocolitica e espécies ambientais tém sido
encontradas fortuitamente ou sempre que sdo pesquisadas (Falcdo, 1989; Falcéo,
1991). Numerososisolamentos deY. enterocoliticatém sido realizados em amostras
clinicas na cidade de S&o Paulo sem emprego de alguma metodologia especial
(Ceccarelli et al., 1990). No Estado do Rio de Janeiro, esta bactéria também foi
encontrada em suinos, no homem e em cées sadios (Nunes & Ricciardi, 1986;
Mendonga et al, 1995), em diversos alimentos comercializados (leite, carnes e



derivados, vegetaiscrus) enaagua(Warnken et al., 1987; Tassinari et al., 1994). No
Rio Grande do Sul, Y. enterocolitica foi isolada de suinos diarréicos (Castro et al .,
1983).

2.4. Presenca de Yersinia enterocolitica em suinos

A epidemiologia da yersiniose é, em grande parte, ndo compreendida (De
Boer & Nouws, 1991), mas muitos estudos tém demonstrado que alguns sorogrupos
patogénicos para 0 ser humano tém sido isolados freguentemente de uinos,
sugerindo constituir, esse mamifero, umimportante reservatorio dessaenterobactéria
(Nesbakken, 1988; Asplund et al., 1990; De Boer, 1992; Kotula & Sharar, 1993;
Nesbakken et al., 1994; Funk et al., 1998; Letellier et al., 1999).

AY. enterocolitica pode causar problemas clinicos em suinos, predominando
aagressao entérica, emborapossaocorrer também ao nivel extraintestinal (Lazaro &
Hofer, 1997). Um fato importante observado tem sido a ocorréncia de portadores
assintomaticos. Assim, animais clinicamente saudaveis podem ser fonte de V.
enterocolitica patogénica parahumanos (Rajic, 2000). Haumaforte correl agdo entre
a presenca da Y. enterocolitica 0:3 no ser humano e no suino compartilhando a
mesma area geogréfica (Lazaro & Hofer, 1997).

PesquisasnaUnido Européia, Canada, E.U.A. eNovaZelandiarelataram alta
taxaderecuperacéo deY. enterocolitica dasfezes, contelidosintestinais e da cavidade
oral de suinos. A lingua e as tonsilas apresentaram taxas de isolamento
freglientemente mai s al tasque as de contetidosintestinai s ou fezes, variando segundo
regides geogréficas diferentes (Rajic, 2000).

Segundo Asplund et a. (1990) e De Boer & Nouws (1991), existeumaforte
associagao da incidéncia dainfecgdo com o consumo de alimentos contaminados,
especia mente da carne suina. No Jap&o, a ocorrénciadayersiniose estaintimamente
relacionada com 0 aumento da producdo de suinos e, consequente, ampliacédo do
consumo de seus produtos carneos (Fukushimaet al., 1997).

Embora a maioria das cepas de Y. enterocolitica seja inofensiva, os
sorogrupos O:3, O:8 e 0:9, patogénicos parao ser humano, séo maisfregiientemente



isolados de suinos. Cepas enteropatogéni cas sdo encontradas em niveissignificativos
em produtos suinos nos paises Europeus (Neubauer et al., 2000) e os sorogrupos O:3
e 0:9 predominam em casos de yersiniose humana, segundo Ryser & Marth (1989) e
De Boer & Nouws (1991).

Nos Estados Unidos, 0s suinos séo reservatorios comunsdos sorotipos O:3 e
0:9 da Y. enterocolitica, porém, nos ultimos anos, afreqiiéncia de isolamento do
sorotipo O:8 vem aumentando. NaBélgicae Suécia, 0 sorotipo O:3 predominanestes
animais (Castafieda et al., 2001). Na Dinamarca, 70 a 90% dos rebanhos suinos
estavam infectados com Y. enterocolitica O:3. No Canada, estudos redizados em
Ontario, Quebec, Saskatchewan e Prince Edward Island demonstraram Y.
enterocolitica O:3 como principal cepaisoladaem suinos (Rgjic, 2000).

Em um estudo realizado no México, por Castafiedaet al. (2001), analisaram-
se 100 amostras de tecido linf &tico de suinos recém-abatidos, dentre as quais 20%
apresentaram-se positivas para Y. enterocolitica. Foram encontradas oito amostras
com o sorotipo O:3 e oito com o sorotipo O:9, todas pertencentes ao biotipo 1.

Kotula& Sharar (1993) estudaram apresencado sorotipo O:5,27 em suinos
aparentemente saudavei s, abatidos em estabel ecimentos i nspeci onados, observando
gue 4% das amostras analisadas apresentaram-se positivas.

Nesbakken et al. avaliaram a presenca de Y. enterocolitica O:3 em amostras
de sangue, tonsilas, linfonodos submaxilares e mesentéricos, contetido do estdmago,
ileo, ceco, cdlon, fezes e swabs de carcacas suinas col etadas em abatedouros com
inspecéo federal daNoruega. 75% dos animais testados possuiam Y . enterocolitica
em suas tonsilas, além da contaminagdo em outros pontos da coleta. Uma das
amostras de carcacas se apresentou positiva sem gue houvesse contaminacéo da
tonsila, linfonodos ou trato gastrintestinal. Esse fato foi atribuido acontaminacéo
cruzada entre as carcagas.

Lézaro & Hofer(1997) realizaram uma pesquisano Rio de Janeiro utilizando
o teste de soro-aglutinagdo lentaem 119 suinos saudaveis para a determinacéo da
possivel presencade aglutininasanti-Y ersinia enterocolitica O:3. D0s 63,9% animais
reativos (titulo 1:20), 8,4% tinham titulo positivo (1:80), indicando que apresenca
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deste patdgeno entre os suinos também pode ser um problema de satide publica no
Brasil.

2.5. Influénciado processo deabatenamicrobiotada carnesuinaeocontrolede
PCC's

A avaliagcéo microbiol 6gicadacarcacade suinos no seu processo de abatetem
sido objeto de estudos experimentais e de revisédo, nos Ultimos anos, na Europae nos
EUA (Borchetal., 1996; Miller etal., 1997; Berendset al., 1998; Carr et al., 1998;
Korsak et al., 1998; Yu et al., 1999). Contudo este panorama permanece obscuro nas
condicdes brasileiras de obtencdo da carne suina, em face daescassez deregistrosde
pesquisa cientifica nacional dessa natureza.

Segundo Borch et al. (1996) e Berends et al. (1997), Y. enterocolitica € uma
das principais bactérias patogénicas incorporadas na linha de abate pelo proprio
suino. Por isso, Berends et al. (1996) consideram importante o controle em etapas
anteriores ao abate, incluindo o transporte e o sistemade criacdo. Ademais, Miller et
al. (1997) concluiram que o repouso dos suinos, durante um periodo inferior aquatro
horas, no matadouro, predispde aruptura das visceras, indicando que o perigo de
contaminacéo, sobretudo por enterobactérias, esta sempre presente nestas condi¢coes.

Considerando gque a carne suina € um alimento que, inevitavelmente, é
contaminada, durante o abate, seja a partir da pele e intestinos do animal, ou de
eguipamentos e até mesmo dos préprios manipuladores (Carr et al., 1998), algumas
etapas do abate configuradas como PPCs em potencial devem ser monitoradas,
visando controlar essas contaminagdes microbianas, principal mente as que acarretam
problemas para a salde publica e perda alimentar, levando, também, a prejuizos
financeiros.

A implementac&o deinspegdo obrigadria, associadaamelhoriadehigieneem
matadouros, pode conduzir a uma diminuicéo significante de Y. enterocolitica na
carne suina. Porém, a inspegdo tradicional é incapaz de controlar e prevenir
patdgenos, como Salmonella, Campylobacter Yersinia, Toxoplasma e Trichindla.

Esses patdgenos, na maioria das vezes, ndo causam sinais clinicos em animais, ou
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lesbes que podem ser descobertas durante inspec¢éo pos-mortem das carcagas (Rgjic,
2000). Nesse contexto, o sistema APPCC torna-sefundamental parao controle de
contaminagdes microbianas.

Durante o processo de abate, as bactérias da cavidade oral e do conteido
intestinal podem contaminar as carcagas e o ambiente do matadouro. As operaces
maiscriticas sdo aliberacéo do reto, suaocluséo e aevisceracao. A oclusio com saco
plastico e a liberagdo manual ou mecanica do reto reduzem, expressivamente, a
contaminagdo de 10% para 0,8%. O treinamento dos operadores e a sec¢éo do
esdfago em ponto distante do estdmago também sdo medidas muito eficientes neste
sentido (Nesbakken et al. 1994; Borch et al., 1996; Rajic, 2000).

Nesbakken et al. (1994) enfatizaram a necessidade de mudancas nastécnicas
de abate e nas préticas de inspecéo, tais como remocao dalinguae faringe noinicio
da operacédo de abate evitando-se assim, contatos com a regido tonsilar altamente
contaminada.

DeBoer & Nouws (1991), ao realizarem um estudo com suinos, isolaramy.
enterocolitica de 42% das tonsilas analisadas, porém nenhuma carcaca foi
contaminadae somente 1% das amostrasde carnefoi positiva. Asplund et al. (1990)
também investigaram a prevaléncia dessa bactéria em suinos e carnes suinas e
observaram que 17,7% e 36,4% das amostras fecals e tonsilas, respectivamente,
foram positivas paraa cepa O:3, sendo que nenhuma amostra de carne foi positiva.
Entretanto, esses autores afirmaram que muitos suinos abati dos estdo contaminados
com cepas patogénicas de Yersnia sp, e desse modo, a prevencao da contaminagcdo
das carcagas com fezes e tonsilas passou a ser umaimportante medida sanitaria. A
baixa incidéncia de carnes contaminadas nesses estudos foi atribuida aprética de
remocao cuidadosa das tonsilas e da ocluséo do reto, prevenindo a contaminagéo.

Nesbakken (1988) também avaliou aincidéncia do sorogrupo O:3 biotipo 4
em linguas etonsilas suinas einvestigou aocorrénciadessabactérianasuperficie da
carcagae no ambiente de abate, concluindo que existe um nimero considerével deste
sorogrupo nacavidade oral suina(83,3%) everificando que, apartir dacavidadeoral,

esse agente pode ser disseminado paraoutras partes dacarcaca. Constatou-seassm,



gue a prética de inspecdo da carne também contribuiu para os altos niveis de
contaminacdo da superficie da carcaca (63,3%).

Segundo Borch et al. (1996), procedimentos de inspecéo, particularmenteda
regido tonsilar, constituem-se riscos para a carcaca e visceras a partir das maos e
facas. Porém a incisdo dos linfonodos sub-maxilares € compulsoria e prevé o
diagndstico de outras doengas como a tubercul ose, sendo por isso, indispensavel.

A incisdo de linfonodos mesentéricos, estbmago, ileo, ceco e colon apresenta
risco de contaminagdo com Y. enterocolitica O:3 que variade 4,2 a 16,7%. Facas e
eguipamentos podem contaminar outras partes das carcacas quando ndo ha
descontaminagdo entre uma carcaga e outra. A toalete e a inspecdo também
representam risco de contaminagao cruzadadas carcagas (Nesbakken et al., 2003).

Em outro estudo, também sobre aincidénciadeY. enterocoliticaem carcagas
suinas, Mafu et al. (1989), observaram que, respectivamente, 18%, 2,2% e 6,2% dos
isolados de amostras fecais, diafragmaticas e esfregacos da camara frigorifica,
apresentaram-se positivos. Comentaram ainda, que a presenca desse agente nas
camarasfrigorificas refor¢aa sua capacidade de sobreviver em baixastemperaturas,
podendo-se tornar um perigo potencial em fluxogramas de abate, quando a
desinfeccéo neste setor é negligenciada.

Nafase de escaldamento, realizadaa 60,0 a61,5°C por 6 a8 minutos, ocorre
uma reducdo acentuada de Y. enterocolitica (Borch et al., 1996). Como o
chamuscamento € a Ultima etapa que provoca reducdo de bactérias, acargafinal de
enterobactérias na carcaca é determinada pelas operacfes de toalete, evisceragao,
inspecao e outras em etapas posteriores (Berends et al., 1997).

Durante a evisceracdo, bactérias disseminam-se para a carcaca devido ao
contelido gastrintestinal e acontaminagdo oral e esofégica (Borch et al., 1996).
Segundo Berends et al. (1997), o equipamento de toal ete sujo e a evisceragdo mal
conduzida representam um fator de risco de contaminacéo com enterobactériasea
evisceracdo contribui com 90% do numero de carcagas contaminadas.

A serragem das carcagas promove a transferéncia de microrganismos da
incisdo retal e da cabega para a carcaca, requerendo a desinfeccéo da serraacada
carcaga, cujacficiénciaestadiretamente ligadaavel ocidade de abate. A lavagem das
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carcagas, sobretudo da cabeca, levaacontaminagdo microbianado ambiente de abate
a partir de sangue e contaminacfes orais e gastrointestinais, predispondo a
multiplicacOes posteriores (Borch et al., 1996).

Uma vez contaminada a linha de abate, principalmente maguinas, facas e
maos, essas superficies servem de fontes de contaminagdo cruzada, as duas Ultimas
mai sintensamente, até que a higienizacdo sejaefetuada, ou sgja, nosinterval osou no
final do abate (Borch et al., 1996; Berends et al., 1997).

Borch et al. (1996) reforcaram que a eficaciadas operacdes de abate sobre a
minimizac&o dos riscos esta i ntimamente relacionada com o emprego do sistema
APPCC, prevendo um plano sistemético de higienizagdo em todas as suas etapas.

Esses mesmos autores consideram como PCCs no abate de suinos, a
evisceracao, devido acontaminacdo da carcaca a partir das fezes e ainspecao post
mortem, pela contaminagdo da carcaga a partir dos linfonodos incisados e, como
Pontos de Controle (PCs), as demais etapas de abate, exceto a insensibilizaco.
Conforme Berendset al. (1997), o chamuscamento também é um PCC, com respeito
apossibilidade de eliminagdo dos riscos de contaminacdo da pele.

Considerando a qualidade e a quantidade de dados cientificos atualmente
disponiveis sobre acontaminac&o de carcagas e carne com enteropatdgenos, Berends
et al. (1997) enfatizaram que mais pesquisas sdo necessarias, a fim de que sgjam

feitas avaliacOes de risco mais acuradas.

14



3. MATERIAL EMETODOS

3.1. Amostragem e delineamento da pesquisa

A coleta de amostras foi dividida em duas etapas. Na primeira, foram
realizadas apenas as analises microbiolgicas convencionais, sendo as amostras
col etadas em um matadouro-frigorifico de suinos, localizado em Minas Gerais. Este
matadouro erafiscalizado pelo Servico de Inspecéo Federal (SIF) etinhacapacidade
de abate de 2000 suinos/dia, entretanto, operavanaocasiao, com umavelocidade de
600 suinos/dia. Na segunda etapa, foram realizadas a pesquisa microbiol 6gica
convencional eaPCR, sendo as amostras col etadas em trés ambientes de abate sem
inspecéo, localizados em Minas Gerais.

As amostras provenientes do abate inspecionado foram constituidas,
aleatoriamente, de esfregacos superficiaiscom “ swabs’ de 120 carcagasde suinos. Os
esfregacos foram obtidos em diversos dias de coleta, abrangendo quatro pontos
distintos do processo de abate, constituindo-se de 30 amostras por ponto.

Em cadaponto, foram col etadas sete subamostras de partes pré-estabel ecidas
dasuperficie externaeinternadacarcaca, em quatro diferentes etapas do abate: apos
0 escal damento/depilagdo (ponto A) eimediatamente antes daevisceragéo (ponto B),
onde foram sel eci onadas para col eta as superficies externas dos quatro pernis, dos
flancosdireito e esquerdo e do ventre nasuaregiao central; apds aevisceracdo (ponto
C) e apobs o resfriamento de 24 a 48 horas (ponto D), onde foram selecionadas as
superficies externas dos quatro pernis, dosflancosdireito e esquerdo e de um ponto
interno do abddmen, de uma das meias carcacas, proximo ainsercdo do diafragma
(Figuras 1 e 2).
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AREA SUJA
Insensibilizacdo (eletronarcose)

l
Sangria
l

Pendura

]
Escaldamento
U
Depilagéo
U]
PONTO A
]

Primeiro chicote seco (toalete)

H

Chamuscamento (toal ete)

O

Segundo chicote com chuveiro (toal ete)

O

Toaletes altae baixa
U
Aspersao com agua clorada (1,5 a 2,0 ppm)

AREA LIMPA: l
Ocluséo do reto e envolvimento em saco plastico (pré-evisceragéo)

l
PONTO B
U
Abertura de papada abdominal e torécica
U
Evisceracdo

O

Serragem das carcacas

0]
PONTOC

U
Inspecéo final

O

Retirada de cabega, pés e cauda

[l
Aspersdo comaégua clorada (1,5 a 2,0 ppm)

U
Sanitizagdo (&cido lético a 0,85% a 3,00%)

l
Refrigeracéo (24 a 48 horas)

H
PONTO D

FIGURA 1 - Fluxograma de abate em matadouro-frigorifico de suinos

inspecionado

16



As amostras oriundas dos ambientes ndo inspecionados foram constituidas,
aleatoriamente, de 30 carcagas e 30 tonsilas de suinos. Cada amostra de carcacafoi
composta de sete subamostras coletadas através de esfregacos com “swabs’ nas
superficies externasdosquatro pernis, dosflancosdireitos e esquerdos e deum ponto
interno do abdome, de uma das meias carcagas, proximo ainsercéo do diafragma
(Figura 2).

FIGURA 2: Pontos de coleta (seta) das amostras pela técnica de esfregacos
superficiais nas facesinterna (A) e externa (B) das car cagas suinas, nos seus
lados direito e esquer do.

Nos ambientes ndo inspecionados, asamostrasforam col etadas apenasnafase
final do abate, apos aevisceracdo, antes de serem submetidas ao resfriamento. Esse

ponto correspondeu ao ponto C da primeira etapa de coleta (Figuras 2 e 3).
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Insensibilizacdo por concussdo cerebral

[l
Sangria
0

Queima dos pelos com magarico

[

Raspagem com |&mina

[

Remocé&o das unhas

[

Lavagemda carcaga com &gua corrente utilizando mangueira

[

Aberturada carcaga em suaporgdo ventral

[

Retirada das visceras, com dispensa das mesmas em balde

[

Serragem das meias carcagas
H

Ponto de Coleta

0
Remocé&o da cabeca
0

Lavagem das meias carcagas

[
Expedicéo

FIGURA 3-Etapasdo abate de suinos em ambientes ndo inspecionados.

A éreadacarcacaaser amostradafoi delimitada por moldesestéreiscom area
internalivre de 20 cm? por ponto de col eta, onde foram efetuados os esfregacos com
0 uso de “swabs’ (5 mm de didmetro) devidamente esterilizados e previamente
umedeci dos em solucgédo salina a 0,85%, também estéril.
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Durante a coleta, 0s “swabs’ obtidos das superficies de cada carcaga foram
reunidos em um mesmo saco pléstico estéril e remetidos, imediatamente, sob
refrigeracéo, aos Laboratorios de Inspecéo de Produtos de Origem Animal e de
Virologia Molecular Animal, do Departamento de Veterindria e BIOAGRO,
respectivamente, da Universidade Federal de Vigosa.

As amostras de carcacas do matadouro inspecionado foram analisadas por
métodos microbiol 6gicos convencionais, constituindo das etapas de isolamento e
identificagdo bioquimica de Y. enterocolitica. As amostras de carcagas e de tonsilas
dos ambientes ndo inspecionados, foram analisadas por meio de pesquisa
mi crobiol 6gi caconvencional e pelatécnicade Reacdo dapolimeraseem cadeia-PCR

deY. enterocalitica.

3.2. Anélise microbiolgica convencional (Figura 4)

Asamostrasde* swabs’ das carcagasforam homogenei zadas, no diadacol eta,
em 140 mL de agua peptonada estéril, durante 1 minuto, em homogeneizador
peristéltico (Stomacher). Cinguienta mililitros do homogenato foram destinados a
pesquisa de Y. enterocolitica, sendo cada 25 mL utilizados em métodos de
enriquecimento primario distintos, 225 mL de Caldo Tripticase de Soja(TSB) e 225
mL de Caldo Rappaport Modificado (RAP); 2,5 g detonsilas foram cultivados em
22,5mL decaldo RAPeem 22,5 mL de caldo TSB.

A verificagdo da presencadaYersnia foi realizada segundo técnica descrita
por Silvaet al. (1997), adaptada por Johannessen et al. (2000), conforme etapas a
seguir.

No enriquecimento primério, 25 mL daamostra, previanentehomogeneizada,
foram adicionados a 225 mL de caldo néo seletivo TSB eincubados a 15°C por 48
horas. Osoutros 25 mL foram cultivadosem caldo seletivo RAP eincubadosde 22 a
25°C por 2 ou 3 dias.

O enriquecimento secundario foi realizado somentepara o enriqueci mento
priméario ndo seletivo, transferindo-se 0,1 mL do caldo TSB para 10 mL de uma
solucédo de salina fosfatada com 2% de sorbitol e 0,15% de sais biliares (PBS
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Modificado) eincubadosde 22 a25°C, por 3 a5 dias. Apdseste periodo, foi feitoum
tratamento com KOH 0,5% em uma sol ugdo aquosade 0,5% de NaCl, transferindo-se
0,5 mL da solucdo salina para 4,5 mL de KOH e agitando por 3 a 4 segundos. A
seguir, foi feito o plagueamento em meios diferenciais, estriando os cultivos
anteriores em pl acasde Agar MacConkey (Mc) (22 a25°C/48hs) e Agar Cefsulodina
Irgasan Novobiocina (CIN) (32°C/18 a 24hs).

Apbs o enriquecimento primario sel etivo com o meio RAP, asamostrasforam
plagueadas em Agar MacConkey (22 a 25°C/48hs) e Agar Salmonella-Shigella
Desoxicolato (SSDC) (30°C/24hs).

A partir do plagueamento diferencial, as col dniastipicas foram passadas para
a etapa da confirmacdo preliminar. Nesta etapa, foram realizados dois testes
bioquimicos. O primeiro constituiu no teste de crescimento emAgar Kligler Ferro
(KIA), onde as colbnias foram inoculadas por picadas e estrias em tubos do agar
inclinado eincubados por 18 a24 horas, a35°C. O segundo teste bioquimico, teste de
urease, consistiu em passar as col 6niastipicas do dgar KIA paratubosinclinadoscom
Agar Uréa de Christensen, incubando-os a 35°C por 2 a 3 horas. Os resultados
negativos, apds esse periodo, foram reincubados por mais 24 horas.

As coldnias urease positivas foram entdo, submetidas a confirmacéo
definitiva. As culturas f oram repicadas novamente paratubos com KIA e incubadas
por 18 a 24 horas de 25 a 28°C. Essa massa celular que foi utilizada nos testes de
utilizacZo de citrato conduzido em tubos de Agar Citrato de Simmonsinclinados e
com incubagéo de 25 a28°C por até 4 dias; fermentacdo dasacarose, L-ramnose, D-
rafinose, D-melibiose e a.-metil-D-glicosideo realizado em tubos com caldo
vermelho de fenol suplementados com 1% de cada carboidrato a ser testado com
incubagdo de 25 a 28°C por até 4 dias.

A técnica de isolamento microbiol 6gico convencional utilizadafoi testada
com um controle positivo que consistiu da culturadeY. enterocoliticaATCC 9610,
fornecido pela Fundac&o Oswaldo Cruz. O controle positivo foi reativado em meio
Brain Heart Infusion - BHI a30°C por 24 horas, segundo instrugdes do Laboratério

de Materiais de Referéncia da referida Fundacao.
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3.3. PCR

Para a reacdo de PCR foram utilizados os homogenatos obtidos por
centrifugacéo, partindo de “swabs’ e de fragmentos das tonsilas. As amostras de
DNA foram obtidas pel o método de extracdo fenol:clorof 6rmio, realizado segundo
metodologia padrdo descrita por Sambrook et al. (1989), distribuidas em tubos
eppendorf e estocadas a—20°C. Antesdautilizacdo, asamostrasforam descongel adas
em temperatura ambiente.

A extracdo do DNA bacteriano consistiu na centrifugacdo das aliquotas
estocadas em eppendorf, com dispensa do sobrenadante e resuspensdo do
centrifugado em 200 i L de Tampdo TE. Adicionouse mais 500 i L de tampho de
extragdo. A nova solucdo foi homogeneizada e incubada a 37°C, por
aproximadamente uma hora, até que o material se tornasse viscoso. Apos 0 que se
adicionou 20 i L deproteinase K seguido de novahomogeneizagdo e banho-mariaa
56°C até que todo o material estivesse lisado, em torno de 30 minutos. Apos esse
periodo, adicionou-se um volume de fenol que correspondesse ao mesmo volume
presente no eppendorf, que foi homogereizado por inversdo, seguido de
centrifugacdo a 5000gpor 15 minutos. A pos esse periodo, col etou-seafase aquosa
superior para um novo tubo eppendorf, onde se adicionou igual volume de fenal:
cloroférmio (1:1), homogeneizando e centrifugando a5000 g por 15 minutos. Mais
umavez, afase aquosa superior foi coletada para um novo tubo eppendorf, seguido
de adicdo de igual volume de cloroformio. Também seguido de homogeneizacéo e
centrifugacdo a 5000gpor 15 minutos. A fase aquosafoi coletadaparaum novo tubo
e adicionou-se 0,4 volumes de acetato de amoénia 5 M, seguido de 2 volumes de
etanol 100%, homogeneizacdo e centrifugagdo a 5000 g por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o centrifugado presente no fundo do eppendorf foi
lavado (centrifugacéo por 5minutos a 5000 g) com etanol 70% por duas vezes
seguidas, com o Ultimo descarte de sobrenadante, col ocou- seo centrifigado parasecar
em temperaturaambiente e, quando 0 mesmo jaestavaseco, adicionou-se 501 L de
TE.



Astécnicasde PCR foram realizadas segundo Wannet et al. (2001) e Uyedaet
al. (2003). Foram utilizados dois pares de oligonucleotideos: 16SRNA | (5'-AAT
ACC GCA TAA CGT CTT CG-3') e 169RNA Il (5'-CTT CTT CTG CGA GTA
ACG TC-3'), com 330 pb, especificos da espécie Y. enterocolitica e ail | (5'-TTA
ATG TGT ACG CTG GGA GTG-3') e ail Il (5-GGA GTA TTC ATA TGA AGC
GTC-3'), com 425 pb, indicadores de cepas patogénicas da Y. enterocolitica.

A mistura de reacéo paraa PCR continha 15,51 L deédgua (SIGMA), 0,51 L
de 2 mM de misturadNTP, 1U (0,21 L) deTag DNA polimerase, 2,51 L detampfo
PCR 10X, 1,51L de50 mM de tamp&o de cloreto de magnésio e 20pmol (2,51 L)
do par de oligonucleotideos (16 RNA ou ail).

As condi¢cdes de amplificacdo para a reagdo com os oligonucleotideos
16SRNA I e Il foram as seguintes: desnaturacao inicial a94°C por 5 minutos, seguida
por 36 ciclos de amplificagdo. Cada ciclo consistiu nadesnaturacéo a 94°C por 45
segundos, anelamento do oligonucleotideo a 6 2°C por 45 segundos, e extensdo do
oligonucleotideo a 72°C por 45 segumdos. A extensao final foi realizadaa 72°C por 7
minutos. O DNA amplificado foi analisado em eletroforese com 1 a 2% de gel de
agarose corado com 2 i L de brometo de etidio por 1 hora, juntamente com marcador
molecular @174, e suacorridafoi, posteriormente, visualizada em aparelho de luz
uVv.

Ascondic¢des de amplificacdo paraareacdo com os oligonucleotideosalill ell
foram as seguintes: desnaturacdo inicial a94°C por 4 minutos, seguidapor 35 ciclos
de amplificagdo. Cada ciclo consistiu na desnaturacdo a 94°C por 1 minuto,
anelamento do oligonucleotideo a57°C por 2 minutos, e extensao do oligonucl eotideo
a72°C por 45 segundos. A extensdofinal foi realizadaa 72°C por 5 minutos. O DNA
amplificado foi analisado em eletroforese com 1 a 2% de gel de agarose coradocom 2
i L de brometo de etidio por 1 hora, juntamente com marcador molecular 2174, e
sua corridafoi, posteriormente, visualizada em aparelho de luz UV.

Apés a extracdo do DNA bacteriano, foi realizada a PCR, especifica para
identificacdo da espécieY. enterocoalitica. Somente dasamostraspositivas, foi feitaa
reacdo de PCR parareconhecimento das cepas patogénicas. Foi utilizadaumacultura
deY. enterocoliticaATCC 9610 como control e positivo paratodas as reagoes, exceto
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para aguel as especificas de cepas patogénicas. Este controle positivo foi testado pelo
método microbiol dgico convencional, com perfil biogquimico caracteristico, para
visualizacdo do tamanho correto dabanda. O controle negativo utilizado se constituiu
em cultura de Listeria monocytogenes, também fornecida pela Fundagdo Oswaldo
Cruz.

A cepade . enterocolitica ATCC 9610, segundo Uyeda et al. (2003), é de
bai xa patogenicidade por ser umaamostrade alta passagem. Assim, nesse estudo, néo
foi possivel utiliza-lacomo controle positivo nasr eacdes de PCR em que se utilizou
oligonucleotideo com sequiéncias especificas de cepas patogénicas (ail). Assim,
utilizouse, sempre, uma das amostras positivas (T14) para acompanhamento das

outras amostras testadas quanto apatogenicidade (gene ail).

3.4. Anélise estatistica
As taxas de freqiiéncia de contaminacéo por Y. enterocolitica nas carcagas e

tonsilas, na andlise convenciona e PCR, nos abates inspecionados e néo

inspecionados foram determinadas por estatistica descritiva.

3.5. Andlise de custos

Realizou-se a analise de custos das provas microbiol gica convencional e
PCR no que serefere adespesacom material de consumo, ndo sendo consideradasas

despesas com mé&o de obra, vidrarias, equipamentos e encargossociais, entre outros.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

No presente trabalho ndo foi detectada a presenca de Y. enterocolitica nas
amostras col etadas nos pontos sel ecionados ao |ongo dalinhade abate inspecionado,
utilizando-se atécnicamicrobiol 6gica convencional. Também néo foiobservadano
abate néo inspecionado quando serealizou amesmatécnica. Por outro lado, quando
se utilizou a técnica de PCR nas amostras coletadas nos estabel ecimentos ndo
inspecionados, foi possivel detectar a presenca deste patdgeno em amostras de
carcagas e detonsilas. Além disso, a PCR permitiu determinar a presenca de cepas
patogénicas nas tonsilas positivas para Y. enterocolitica (Tabela 1).

Como néo seisolouY. enterocolitica no matadouro-frigorifico inspecionado,
ficouinviabilizadaaavaliacdo deste perigo microbiol 6gico em diferentes operacdes
de abate com o propdsito de identificar pontos criticos de controle no referido
estabel ecimento. Além disso, ndo foi possivel arealizacdo da PCR nas amostras
provenientes do estabel ecimento i nspecionado devido a problemas relacionados ao
periodo da coleta.
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TABELA 1 - Freguéncia de Y. enterocolitica e Y. enterocolitica patogénica por
carcaga, tonsilas suinas e suinos analisados através da PCR no abate nado

inspecionado.

Y. enterocolitica Y. enterocditica patogénica
Carcaca 12/30 (40%) 00/30 (0%)
Tonsila 13/30 (43%) 03/30 (10%)
Suinos 22/30 (73%) 03/30 (10%)

A ndo deteccdo de Y. enterocolitica no abate inspecionado pode ser atribuidaa
alguns fatores como interferéncia metodol 6gica e o uso de boas préticas durante o
abate, sendo devidamente aplicadas e obtendo efeitos positivos no controle desta
bactéria, conforme discutido a seguir.

Astemperaturas de 61 a62°C por 6 minutos usadas no escal damento podem
ter eliminado a . enterocolitica, eventual mente presente nas carcagas, emboraasua
contaminacao anterior ndo tenhasido analisada. Segundo Borch et al. (1996), nessa
fase, utilizando-se umatemperaturade 60,0 a61,5°C durante 6 a8 minutos, ocorre
uma reducdo acentuada de. enterocolitica.

No estabel ecimento pesquisado, as operacdes de toal ete sdo muito eficientes,
abrangendo uma extensa se¢cdo de limpeza apés o escal damento/depilacdo, incluindo
umaprimeiratoal ete mecanizada (chicote seco), seguidapel o chamuscamento euma
segunda composta pel o chicote com chuveiro, seguidade raspagens manuais, o que
também contribui para a reducdo da carga microbiana da carcaga.

Séo realizados ainda, oclusdo retal e seu envolvimento em saco pléastico. Essas
técnicas reduzem, expressivamente, a contaminagdo das carcagcas com Y.
enterocolitica de 10% para menos de 1%, contribuindo para baixa ocorréncia de
carnes contaminadas (Asplund et al., 1990; Nesbakken et al., 1994; Borch et al.,
1996; Johannessen et al., 2000; Rajic, 2000).

26



Além disso, ao fina do aate, antes da refrigeracdo, € realizada no
estabel ecimento pesquisado, umasanitizagdo das carcagascom &cido |&ticoa0,85a
3%, 0 que pode contribuir para a reducéo da contaminacdo por Y. enterocolitica.
Segundo Smulders & Greer (1998), Y. enterocolitica € particularmente sensivel a
&cidos orgéanicos como | ético e acético, nas concentragdes de 1 a 3%. Esses acidos,
nessas concentracdes, possuem bom efeito residual durante a armazenagem.

Apesar de ser umabactéria psicrotréficae se desenvolver a4 °C (Led et al.,
1997b), talvez o tempo derefrigeracdo de 24 a48 horas ndo tenhasido suficiente para
permitir a multiplicacdo de células eventual mente remanescentes do processo de
abate e atingir nimeros detectavei s pelaanalise microbiol dgicaconvencional . Deve-
se, entretanto, ponderar que a carne suina, provavel mente, levara maistempo até ser
consumida, podendo nesse intervalo haver proliferacdo da Y. enterocolitica. Além
disso, uma carcaga contaminada pode levar acontaminacéo da camarafrigorificae
assim contaminar outras carcagas. Segundo Castafiedaet al. (2001), Y. enterocolitica
pode al cancar nimeros capazes de causar infec¢do em quatro diasderefrigeracéo da
carne suina. Este patdgeno também tem sido isolado da carne embalada a véacuo,
guando estaé submetida a processos repetidos de congel amento e descongel amento.

Assim, apesar de ndo ter sido detectada, ndo se deve descartar apossibilidade
de contaminagdo das carcagas em outras oportunidades de abate. Tal contaminacéo
pode ocorrer através das fezes de animais portadores sadios ou doentes, durante o
processo de remocao das visceras e serragem das carcagas, bem como do ambiente,
equipamentos ou manipuladores. Deve-se considerar, ainda, a possibilidade de
multiplicacdo do patégeno em temperaturas bai xas, podendo até mesmo comprometer
a higiene do processamento da carne suina, no caso de suaindustrializacéo.

Em pesquisa realizada com as mesmas 120 amostras de carcagas do
estabel ecimento inspecionado utilizadas neste trabal ho, Lima (2002) pesquisou a
presenca de Escherichia cali, encontrando uma frequéncia de 0,56; 0,05; 0,05e0,1
log NMP/cm?, nospontosA, B, C e D, respectivamente. A autoraatribuiu estabaixa
contaminagao & BPF adotadas, atécnicade ocluséo retal que antecede aevisceracéo,
aseparac 8o entre as zonas suja e limpa e, consequentemente, movimentacdo de
operarios entre essas zonas, e alavagem da serra entre a divisdo de uma carcaga e
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outra. Ainda assim, considerou a fase de escaldamento/depilagédo como PC e a
evisceracdo um PCC que devem ser monitoradosevitando-se o acréscimo dacarga
microbiana nas etapas posteriores. Esses resultados permitem inferir que a
contaminagdo de origem fecal no referido estabelecimento n&o foi to evidente,
explicando a auséncia de Y. enterocolitica nas amostras procedentes do
estabel ecimento inspecionado.

Embora os resultados da analise microbiol 6gica convencional obtidos nesta
pesgui sanao permitam umacomparacao entre os ambientes de abate inspecionado ou
nado, as marcantes diferencas observadas nas condicdes operacionais e higiénicas de
abate, bem como o elevado nimero de suinos contaminados comY. enterocoliticano
abate ndo inspecionado, segundo atécnicade PCR (73%), indicam piores condi¢cbes
no abate ndo inspecionado. Reafirma-se, portanto, que a devida estruturacéo do
estabel ecimento de abate, acrescida do servico de inspegdo, exercem um decisivo
papel no atendimento aos padrdes de qualidade para garantir a seguranca da carne
suina para a saude publica.

O resultado negativo a andlise microbiolégica convencional de amostras
positivas aPCR, coletadas no estabel ecimento que adota o abate ndo i nspecionado,
pode ser explicado pelo fato da Y. enterocolitica ser pouco competitivanapresenca
de outros microrganismos. Devido acaracteristicade crescer maislentamente, suas
col 6nias séo rapidamenteinibi das e facilmente mascaradas, mesmo quando semeadas
em agar seletivo (Marques, 1991). Além disso, o isolamento do microrganismo
geramente émaisdificil em alimentos, devido ao baixo nimero deY. enterocoliticae
uma grande variedade da microbiota competidora (Doyle & Hugdahl, 1983).
Ressalta-se ainda que pode ter ocorrido uma possivel interferéncia metodol 6gica.
Emboratenhasido utilizado nametodol ogiamicrobiol 6gicaconvencional, um meio
de culturasel etivo maisindicado para o isolamento de col6nias, o Agar CIN (Walker
e Gilmour, 1986; Sulakveilidze, 2000), o meio de enriquecimento secundério, o
Caldo BOSrecomendado por Schiemann (1982); Delmans& Vidon (1985); Walker e
Gilmour (1986), ndo foi utilizado. Estainterferénciatambém podeter ocorrido na

andlise de amostras procedentes do abate inspecionado.
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O método microbioldgico convencional mostrou-se menos sensivel que a
PCR, o que pode ser comprovado pelanéo detecgdo deY. enterocoliticano abate ndo
inspecionado e sua deteccdo através da PCR. Johannessen et al . (2000), também
compararam estas duas técnicas em experimento com produtos derivados da carne
suina. Pelatécnica convencional, Y. enterocolitica O:3 foi isolada de seis amostras
(2%), enquanto a PCR indicou a presenca da Y. enterocolitica patogénica em 50
amostras (17%). Nesse estudo, também se real cou a necessidade de desenvolver e
melhorar a técnica microbioldgica convencional aplicada na detecgdo da V.
enterocoliticaem alimentos.

A pesquisa microbiolégica convencional de Y. enterocolitica demanda um
tempo de até 20 dias, somente paraaconfirmagao daespécie; paraaidentificacdo da
cepa, sao necessarias provas adicionais de biotipagem e sorotipagem, absorvendo
maistempo ainda. Por outro lado, a provade PCR pode ser realizadano prazo de 24
horas. Segundo Wannet et al. (2001), aandlise por PCR reduz significativamente o
tempo necessario para identificar a Y. enterocolitica patogénica e ndo patogénica.
Diante de um surto deinfecgdo alimentar, apesquisaconvencional torna-sedemorada
€ menos oportuna, ndo devendo, entretanto, ser descartada.

Além disso, ao se comparar as duas técnicas no que se refere ao custo dos
reagentes utilizados em cada reacdo, percebeuse que a PCR é mais econdémica do
gue a andlise microbiol 6gica convencional. Para cada amostra analisada através da
PCR, haum gasto com reagentes em torno de U$ 1,50 e, naanalise convencional, de
U$9,21. Ressalta-se, entretanto, que a analise de custos se referiu apenas aos
reagentes, ndo sendo considerados nos cal cul 0s 0 gasto com equi pamentos, vidrarias,
mé&o de obra, entre outros.

Nesbakken et al. (2003) compararam o método microbiol 6gico convencional,
aPCR e0 ELISA, néo encontrando diferenca significativaentre eles. Apesar disso,
esses autores consideraram aPCR e 0 ELISA melhoresalternativasdo queaanalise
microbiol6gica convenciona na avaliacdo e verificagdo do sistema APPCC em
abatedouros por se constituirem métodos mais rapidos e econdmicos.

Segundo Wannet et al. (2001), atécnicade PCR parece ser umaferramenta
util para a rapida, sensivel e especifica deteccdo de Y. enterocolitica. Porém, a
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deteccao de Y. enterocolitica pela PCR deve ser analisada com cuidado devido ao
fato datécnicaser muito sensivel eidentificar a presenga do DNA bacteriano, mesmo
sem aviabilidade da bactéria; neste caso o patdgeno ndo representaria risco paraa
saude publica. Por outro lado, a deteccdo de Y. enterocolitica pelo método
convencional pode subestimar sua presenca, caso a bactéria se encontreinjuriada,

dificultando seu isolamento.

MM G T14 T18 S10 S25 C+ 18 118 114

L
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FIGURA 5: Resultados da PCR de algumas amostras de tonsilas (T) €
carcacas (S) procedentes do abate de suinos nédo inspecionados e dos
controlespositivo (C+), negativo (C-), segundoomarcador molecular (MM),
evidenciando a presenca de Y. enterocolitica (16sfRNA) e Y. enterocolitica
patogénica (ail).

No que serefere aos tipos de amostras utilizadas nesse trabal ho, observa-se
gue ndo houve diferencaapreciavel entre o nimero de amostras positivas quando se
utilizou carcaca ou tonsilas, analisadas pela técnica de PCR. No abate ndo
inspecionado, foi possivel o isolamento deY. enterocolitica, em 22 dos 30 animais
testados (73%), considerando os dois tipos de amostras, carcaca e tonsila: oito
animai s apresentaram-se negativospara Y. enterocolitica(27%); trés foram positivos
para carcaga e tonsila (10%); nove positivos somente para as amostras de carcagas
(30%) e 10 positivos somente para as amostras de tonsilas (33%) (figurab).



Considerando que houve resultados positivos simultaneos paraapresencade
Y. enterocolitica em carcagas e tonsilas em apenas trés suinos (10%), ainfluénciada
tonsila na contaminacéo da carcaca néo foi téo evidente nesta pesquisa, 0 mesmo
observado por Asplund (1990) e De Boer e Nouws (1991). Deduz-se que a
contaminagdo da mai oria das carcagas com Y. enterocolitica (9/30) resultou de uma
mai or influénciade outrasfontes de contaminacdo, possivel mente operacdes de abate
associadas com contaminagdo fecal, pessoal eambiental. Carr et al., (1998) também
considerou gue, em condi¢desndo higiénicas de abate, acontaminacdo dacarne suina
pode ser decorrente do préprio animal abatido, devido acontaminagéo da carcaca
pelasfezes, tonsilaou lingua, e até mesmo proveni ente do ambiente ou dos proprios
mani pul adores.

A presenca deY. enterocoliticapatogéni canas amostras de tonsilas alertapara
presenca de animais doentes ou portadores assintomaticos (10%) apontando para
possiveisfalhas no processo produtivo animal e potencial risco de contaminacéo da
linha de abate. Além disso, amostras detonsilas contaminadas pelaY. enterocolitica
(10/30), quando nédo houve contaminagao da carcaga, explicam a possibilidade de
uma contaminacdo restrita ao 6rgdo, considerando os dois tipos de amostras
analisadas, com frequiéncia el evada de contaminacdoanimal (33%), que ndo pode ser
negligenciadano processo de abate, sobretudo nacontaminagéo ambiental e que pode
ser prevenida com procedimentos adequados de abate. Consideracdes quanto a
possibilidade de contaminacdo da carne suina a partir das tonsilas também foram
feitas por Asplund (1990) e Nesbakken et al. (1994).

A 0pcao por amostrar a carcaga ou a tonsila de suinos para a andlise de .
enterocolitica passa a ser influenciada pela praticidade da coleta e risco de
contaminag&o da unidade amostral, da carcaga ou do ambiente. A coleta de tonsila
dispensa a interrupcéo da linha de abate para a realizagéo da pesquisa, 0 que ndo
ocorre quando acoletaérealizadapor esfregacos de superficie dacarcaca. Assim, o
estabel ecimento em estudo ndo tem seu fluxo de abate af etado durante a execucéo
desta atividade. Por outro lado, segundo Borch et al. (1996), procedimentos de
inspecéo, particularmente daregiao tonsilar, constituem-seriscos paraacarcacae
visceras a partir das méos e facas. M uitos suinos abatidos est&o contaminados com

31



cepas patogénicas de Y. enterocolitica e, assim, a prevencdo da contaminagéo das
carcagas com fezes etonsilas passou aser umaimportante medidasanitéria(De Boer
& Nouws, 1991).

Mais estudos sao necessarios para se desenvol vere aperfeicoar astécnicasde
deteccdo daYersinia, bem como definir qual o melhor tipo de amostraaser utilizada
para monitoramento da Y. enterocolitica em situaces isoladas de controle ou
inseridas em plano APPCC.
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5. CONCLUSOES

O isolamento de Y. enterocolitica de carcacas e tonsilas de suinos foi
conduzido utilizando-se 0 método mi crobiol égico convencional eaPCR. Verificou
se que ndo houve isolamento de Y. enterocolitica quando se adotou a técnica
microbiol6gica convencional mas, no entanto, por meio da PCR, foi possivel o
isolamento deste patdgeno com el evadafreqiiéncia, tanto nacarcaca(40%), quanto na
tonsila (43%). Assim, a PCR apresentou-se como uma boa alternativa na
identificac8o do agente, mostrando-se ser uma técnicaaparentemente mais eficaz,
rapida e econdbmica, que pode, eventualmente, ser aliada atécnica microbiol dgica
convencional em casos de surtos e até mesmo para monitoramento da qualidade da
carne.

Considerando que ndo houve diferenca apreciavel entre os resultados
positivos paraY. enterocolitica nasamostras detonsilas e esfregacos de superficie das
carcagas, aescolhade umaou outravai depender das condi¢des experimentaisou do
interesse daandlise. A coleta das amostras detonsilas evitainterrupcdo dalinhade
abate, ao contrario dacarcaca, porém deve-seter maior cuidado duranteacoletapara
n&o haver contaminacg&o da amostra, do ambiente ou mesmo da carcaga.

Embora durante o abate inspecionado ndo tenham sido encontrados animais
contaminados por Y. enterocolitica, no abate ndo inspecionado, essa frequénciafoi
relativamente alta (73%). Dos suinos amostrados, 10% possuiam cepas patogénicas
em suas tonsilas, indicando a presenca de animais doentes ou portadores

assintomaticos. Assim, a Y. enterocolitica pode ser considerada um perigo



mi crobiol 6gico que ocorre ao longo do processo de abate e que pode ser incorporada
pelo préprio suino através de fezes e tonsilas contaminados, principal mente.

Os resultados negativos para Y. enterocolitica acusados na analise
mi crobiol 6gica convencional para o estabel ecimento inspecionado, bem como as
observacdes das operacoes e higiene do abate e a baixa frequiéncia de contaminacéo
com indicadores de contaminacao fecal, indicam umamaior segurancadacarne suina
obtidaem estabel ecimentosinspecionados, emborapossater ocorridointerferéncia
metodol 6gica. Nestes estabel ecimentos, a aplicacéo das BPF e do APPCC, com a
identificacéo de PCCs torna-se viavel para manter uma permanente condicdo de

controle microbiano, inclusive de Y. enterocolitica.
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7. APENDICES

7.1 Resultadosde Y. enterocolitica no abate ndo inspecionado (PCR)

AMOSTRAS CARCACAS TONSILAS
1 - -
2 - +
3 - +
4 - +
5 - -
6 - +
7 - +
8 + + Patogénica
9 - -
10 + +
11 - -
13 - +
14 - + Patogénica
16 + -
17 - -
18 - + Patogénica
19 - +
20 - -
21 + +
22 - +
23 + -
24 + -
25 + -
26 + -
27 + -
28 + -
29 - -
30 - -
31 + -
32 + -
Total deamostraspositivaspara
Y. enterocolitica 12 13
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7.2. Custo dos reagentes consumidos na pesquisa microbioldgica deY.
enterocolitica por amostr a:

Orcamento de reagentes utilizados na pesquisa microbiol 6gica ( Cotagéo do Délar: R$ 2,87)

Reagentes da pesguisa microbiol dgica R$ us
Caldo Rappaport (RAP) 13943 48532
Carbeniallina 04255 0,1482
Cado Tripticase de Soja (1BY) 12285 04280
PBS 02577 0,0898
KOH 0,0002 0,00007
Agar SdmondTa Shigdlla Desoxicolaio (SSDC) 26439 09212
Agar Casulodialrgasan Novobiocina (CIN) 0,8667 0,3020
Agar MacConkey 04416 0,1539
Agar Kligler Ferro (KTA) 08418 0,2933
Agar Uréa de Christensen 1,9059 0,6640
Aqgar Citralo de SImmons 01331 0,044
Cddo Vermdho de Fendl 14528 0,5062
Sacarose 0,0005 0,00017
C-rhamnose 0,6202 0,2161
D-rafinose 0,342 01373
D-mdibiose 1,2288 04282
p-meil-D-glicosdeo 00367 00128
TOTAL 26,4211 9,2059




7.3. Custo dos reagentes consumidos na reacdo de PCR de Y.

enterocolitica por amostr a:

Orcamento de Reagentes na pesquisa PCR ( Cotacéo do Délar: R$ 2,87)

Reagentesutilizadosna extracdo do DNA e PCR R$ Us
TE 0020518 000725
Tampao de extracao 142632 0504
Protenase K 0,99726 0,362
Fenol 0046c9%s 0,01/72/9
Cloraformio 01186 0,0419/9
Acetaio de amoniabM 0000601 0,000212
Alcool eilico absoluto 0014784  0,005224
Corante 0,010222 0,003612
Agarose 0095331 0,033686
Brometo de etideo 0001146 0000405
Oligonucleatideos 165 RNA torward e reverse 02775  0,090059
Oligonucleotideos All forward ereverse 02905 0,101219
Buifer 10X 00056 0,0019/9
DNTP 0,140028 0,04948
Tag DNA polimerase 0,363598 0,12848
Clorefo de magnéso 0095 0,034099
Marcador Molecular 041 0142857
TOTAL 4,317072 1,504206




