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Resumo

MILAN, Camile. Rastreamento de Campylobacter spp. no fluxograma de abate
de suinos. 2016. 44f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Programa de Pos-
Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2016.

As doencgas transmitidas por alimentos sdo causadas pela ingestdo de alimentos
contaminados, sendo que em 2013 os principais agentes causadores destas
doencgas foram Salmonella spp. e Campylobacter spp. No homem, Campylobacter
spp. provoca sintomatologia gastrointestinal, que pode variar de uma forma mais
suave até formas mais severas. Suinos podem ser portadores destes micro-
organismos e produtos de suinos tém sido implicados em casos e surtos de
campilobacteriose em humanos. Logo, o objetivo deste trabalho foi rastrear
Campylobacter spp. no fluxograma de abate de suinos para compreender o
comportamento destes patégenos na linha de produgao. Foi acompanhado um total
de 40 suinos oriundos de 10 baias de uma granja no Rio Grande do Sul durante o
abate. Amostras de fezes foram coletadas no reto do animal logo apds a
insensibilizacdo. Amostras da superficie da carcaga foram coletadas apds a saida
dos animais da depiladeira, apds a evisceracdo, momentos antes da carcacga entrar
na camara de resfriamento e da papada. Amostras da agua do tanque de
escaldagem foram coletadas antes de iniciar o abate de cada lote e apds a
passagem dos animais também. Os isolados foram obtidos através de culturas
microbioldgicas e a identificagao das espécies foi realizada pela técnica de PCR. Os
perfis de bandas das cepas foram determinados por rep-PCR e comparados entre si.
Das 200 amostras coletadas, 19 (9,5%) foram positivas para Campylobacter, sendo
todas caracterizadas como C. coli. Destes isolados, sete (36,8%) foram obtidos das
amostras do reto, sete (36,8%) da pds-evisceragédo e cinco (26,3%) antes do
ingresso na camara de resfriamento. Através da analise por rep-PCR, observou-se
gue os animais, uma vez contaminados por C. coli na granja, podem carrear o micro-
organismo durante as etapas do fluxograma de abate e que contaminagdes
cruzadas também tém papel importante na contaminagao final da carcaga. O manejo
higiénico-sanitario adotado nas boas praticas de fabricagdo é fundamental no
controle da contaminacgao por C. coli.

Palavras-chave: suinocultura; Campylobacter coli; frigorifico; contaminagao
cruzada; saude publica



Abstract

MILAN, Camile. Tracking Campylobacter spp. in pork slaughtering flowchart.
2016. 44f. Dissertation (Master degree in Sciences) - Programa de Pés-Graduagao
em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de

Pelotas, Pelotas, 2016.

The foodborne illnesses are caused by contaminated food, and in 2013 the main
causative agents of these diseases were Salmonella spp. and Campylobacter spp. In
man, Campylobacter spp. causes gastrointestinal symptoms, which can vary more
smoothly even more severe forms. Pigs can be carriers of microorganisms and pork
products have been implicated in cases of campylobacteriosis outbreaks in humans.
Therefore, the aim of this study was to track Campylobacter spp. in pig slaughtering
flowchart to understand the behavior of these pathogens in the production line. A
total of 40 pigs originating from 10 bays a farm in Rio Grande do Sul was
accompanied during slaughter. Stool samples were collected in the animal's rectum
immediately after stunning. Surface samples were collected after removal of the
animals from scrap machine, after evisceration, before the refrigeration chamber and
from jowls. Samples from the scalding tank water before and after the passage of
animals were collected too. The isolates were obtained for microbiological analysis
and the confirmation of species was performed by PCR. Strains bands profiles were
determined by rep-PCR and compared. Of the 200 samples 19 (9.5%) were positive
for Campylobacter, which are all characterized as C.coli. In these isolates, 7 (36.8%)
were the rectum, 7 (36.8%) after evisceration and 5 (26.3%) before the refrigeration
chamber. Through rep-PCR analysis, it was observed that the animals contaminated
by C. coli in the farm may carry the micro-organism through the steps of the flowchart
slaughter and the cross contamination also has an important role on the final
contamination. The hygienic-sanitary management of care adopted in good
manufacturing practices are key in controlling the contamination by C. coli.

Keywords: swine; Campylobacter coli; slaughterhouse; cross contamination; public
health
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1 Introducao

Segundo a Associagdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA, 2015), a
producdo mundial de carne suina no ano de 2014 foi de 110.606 mil toneladas,
sendo o Brasil o quarto maior produtor, com 3.344 mil toneladas. O pais exportou,
no mesmo ano, 505 mil toneladas, ficando atras apenas dos Estados Unidos, Unido
Europeia e Canada.

O Rio Grande do Sul foi o estado que mais exportou carne suina em 2014,
juntamente com Santa Catarina. Ambos exportaram 37,01%, seguidos pelo Parana,
com 9,26%. Com relagdo ao pais, 85,8% da producgéo foi destinada ao mercado
interno, sendo que o consumo de carne suina per capita foi de 14,6 kg (ABPA,
2015).

A demanda por carne suina tem aumentado nas Ultimas décadas,
principalmente pelas mudangas nos padrdes de consumo (FAO, 2014). Todavia, os
consumidores no Brasil ainda dao preferéncia para a carne de aves e de bovinos,
principalmente por falta de informagdes sobre a qualidade da carne suina (FARIA et
al., 2006).

As doengas transmitidas por alimentos (DTA) sdo causadas pela ingestao de
alimentos contaminados. Esta contaminagcdo pode ser causada por diversos
patégenos, produtos quimicos ou outras substancias nocivas. Os alimentos crus de
origem animal sdo os mais suscetiveis a contaminagao (CDC, 2015a). No ano de
2013, o principal agente causador de doencas transmitidas por alimentos foi
Salmonella spp., seguida de Campylobacter spp. (CDC, 2015b).

Bactérias do género Campylobacter habitam o trato intestinal de varias
espécies de animais e frequentemente estdo associadas a doencas de origem
alimentar. No homem, provocam sintomatologia gastrointestinal, que pode variar de
uma forma mais suave até formas mais severas (MEAD et al., 1999). Existem 17
espécies de Campylobacter e seis subespécies (WHO, 2011), mas as espécies mais
comumente associadas a doengcas em humanos sao Campylobacter jejuni e
Campylobacter coli, sendo a primeira responsavel por até 90% dos casos
(TADESSE et al., 2011). Em suinos, C. coli tem sido isolado com alta frequéncia no
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aparelho gastrointestinal (VARELA et al., 2007).

Campylobacter spp. s&o considerados altamente infecciosos. A dose
infectante de Campylobacter jejuni varia de 500 a 10 mil células, dependendo da
cepa, dano causado a célula e susceptibilidade do hospedeiro (HUNT et al., 2001).
Apesar do género ser considerado um dos principais causadores de gastroenterites
no mundo, a real incidéncia da doenca é pouco conhecida, devido a dificuldade de
diagndstico e identificagao (WHO, 2011).

Este género pertence a familia Campylobacteraceae. Compreende bactérias
Gram negativas, com tamanho variando entre 0,2 a 0,9 ym de largura e 0,5 a 5 ym
de comprimento. Possuem morfologia de bastonetes curvos, em forma de “S” ou
“asa de gaivota”. Apresentam motilidade em forma de “saca-rolhas”, produzida por
um flagelo polar. Sdo microaerdfilos, sendo que algumas cepas podem se multiplicar
em condi¢cbes aerdbias ou anaerdobias (VANDAMME; DE LEY, 1991). A atmosfera
de microaerofilia ideal é composta por 85% de nitrogénio, 10% de gas carbdnico e
5% de oxigénio. As colbnias tipicas se apresentam com brilho d’agua e espraiadas
em Agar Carvao Cefoperazona Desoxicolato modificado e em Columbia Blood Agar
Base, e sdo positivas para a presencga das enzimas catalase e oxidase (HUNT et al.,
2001).

O periodo de incubagao da bactéria no homem pode variar de dois a dez dias
e a doenca tem duragcdo de cerca de uma semana (FORSYTHE, 2000). A
sintomatologia inclui diarreia, febre, dores abdominais, dores de cabeca, nausea e
dor muscular. Em alguns casos, as fezes podem ser sanguinolentas ou com
presenca de muco (NACHAMKIN, 2007).

Na maioria dos casos, a campilobacteriose é autolimitada e os pacientes se
recuperam sem tratamento. Em infecgbes graves, de longa duragao, ou infecgdes
em pacientes imunocomprometidos, a terapia medicamentosa torna-se necessaria
(GIBREEL et al., 2004).

Além da infeccao entérica, C. jejuni pode causar a Sindrome de Guillain-Barré
que se caracteriza por paralisia flacida aguda devido a inflamacédo desmielinizante
que acomete os musculos esqueléticos, podendo comprometer os musculos
respiratérios, levando o paciente a 6bito (BOLAN et al., 2007). Estima-se que ocorra
um caso de Sindrome de Guillain-Barré para cada 1000 casos de campilobacteriose
(CDC, 2014).
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Os mecanismos de viruléncia de Campylobacter spp. ainda nao foram
completamente elucidados. No entanto, alguns mecanismos que favorecem a
quimiotaxia, adesdo, penetracdo na célula hospedeira e producdo de toxinas séo
conhecidos e fundamentais para a bactéria causar doenga gastrointestinal (KONKEL
et al., 2001).

Um dos principais fatores de viruléncia de Campylobacter spp. em infecgbes
animais e humanas € denominado toxina citoletal distensiva (CDT), que € composta
por trés subunidades que sao transcritas por genes de mesmo nome, cdtA, cdiB e
cdtC (MARTINEZ et al., 2006). A toxina interfere na divisdo e diferenciacdo das
células das criptas intestinais, levando ao desenvolvimento de diarreia (PARK,
2002). A CDT atua especificamente bloqueando a fase G2 de células eucariotticas,
que ocorre antes da divisao celular. Este bloqueio induz a distensao citoplasmatica e
leva a morte. A toxina cdtB potencializa o bloqueio do ciclo celular, enquanto que as
toxinas cdtA e cditC transportam a proteina cdtB e a interiorizam na célula
hospedeira (JEON et al., 2005). Embora cdtB seja a subunidade ativa, todas as trés
subunidades sdo necessarias para a atividade completa da toxina (WHITEHOUSE et
al., 1998).

Outro fator de viruléncia presente neste género bacteriano é a presenca de
um flagelo. O flagelo favorece a motilidade, colonizagao e penetragado do agente nas
criptas intestinais do hospedeiro. Esta estrutura possui duas proteinas, denominadas
flagelina A (codificada pelo gene flaA) e flagelina B (codificada pelo gene flaB), que
estdo envolvidas também na adesao e na invasao as células hospedeiras (KETLEY,
1997).

A importancia no gene flaA para a colonizagdo de Campylobacter spp. ja foi
reportada em outros estudos. Wieczorek e Osek (2008) demonstraram a presenca
do gene em 100% de 92 isolados de C. coli e 105 isolados de C. jejuni obtidos de
amostras de fezes e carcagas de frango.

Campylobacter spp., diferentemente de outros patéogenos, possuem
exigéncias em relagdo as necessidades de crescimento, apresentando uma
sensibilidade incomum ao estresse ambiental e caréncia de mecanismos de
adaptacao (PARK, 2002). Podem sobreviver, mas ndao se multiplicam, em alimentos
em temperaturas de refrigeracao por 1 a 3 semanas, especialmente se os produtos
estiverem em recipientes hermeticamente fechados. Estresses ambientais, como a

exposig¢ao ao ar, secagem, baixo pH, aguecimento, congelamento e armazenamento
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prolongado, danificam as células e prejudicam a recuperagdo do micro-organismo
(HUNT et al., 2001). Por terem temperatura 6tima de multiplicagdo de 42°C e n&o se
multiplicarem em temperaturas abaixo de 30°C, sua multiplicagao fora do hospedeiro
fica prejudicada (PARK, 2002). Além disso, sdo muito sensiveis a dessecacgéo, ndo
sobrevivendo em superficies secas (FERNANDEZ et al., 1985).

Campylobacter spp. também sdo mais sensiveis ao estresse osmético do que
outras bactérias patogénicas, ndo crescendo em concentragdes de cloreto de sddio
de 2% (DOYLE; ROMAN, 1982). Com relacdo ao pH, Campylobacter spp. sé&o
incapazes de se multiplicar abaixo de pH 4,9, sendo mortos prontamente a valores
de pH inferiores a este (BLASER et al.,1980). Apesar de serem termofilicos, sédo
sensiveis a temperaturas elevadas. Consequentemente, se um alimento for
pasteurizado ou cozido adequadamente, estes micro-organismos nao irdo sobreviver
(PARK, 2002).

A diferenciagcdo de C. jejuni e C. coli, que sao as principais espécies
causadoras de gastroenterites agudas em humanos, tradicionalmente era feita com
o teste da hidrdlise do hipurato. C. jejuni hidrolisa hipurato e C. coli ndo (TOTTEN et
al., 1987). No entanto, pelo fato de C. coli e C. jejuni serem semelhantes, a distingéo
de espécies neste teste é precisa em apenas 90% dos casos. Logo, a detecgéo e
identificacdo por reacao em cadeia da polimerase (PCR) tornou-se uma alternativa
mais confiavel (GIESENDOREF et al., 1992).

Segundo Oyofo et al. (1992), os primers pg3 e pg50 sao iniciadores
especificos que amplificam uma regido altamente conservada nos genes da
flagelina, presentes em C. coli e em C. jejuni, sendo o flagelo um fator de viruléncia
necessario para a fixagdo e consequente colonizagdo do Campylobacter spp. no
trato intestinal. Ja Winter e Slavik (1995) diferenciaram C. jejuni através da utilizacéao
dos primers C-1 e C-4, responsaveis pela amplificacdo de uma sequéncia especifica
desta espécie, que nao foi identificada, mas € altamente conservada.

A contaminacao de carcacgas suinas por Campylobacter spp. pode ter origem
nas granjas ou em contaminagcbes cruzadas no proprio frigorifico. Logo,
considerando a hipoétese de que os suinos albergam Campylobacter spp. e podem
carrear o patégeno para o frigorifico, este estudo teve como objetivo geral rastrear
Campylobacter spp. no fluxograma de abate de suinos para compreender o
comportamento destes patdégenos na linha de producdo. Os objetivos especificos

foram verificar a ocorréncia de C. jejuni e C. coli em suinos encaminhados para o
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abate, verificar a ocorréncia destes patdogenos na linha de abate de suinos, verificar
a presencga dos genes cdt nos isolados e verificar a similaridade dos perfis de DNA

dos isolados da mesma espécie.
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Campylobacter coli no fluxograma de abate de suinos e pesquisa dos genes
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Campylobacter coli no fluxograma de abate de suinos e

pesquisa dos genes cdt

Campylobacter coli in swine slaughtering flowchart and

research of cdt genes

Campylobacter spp. no abate de suinos

Resumo

O objetivo do trabalho foi rastrear Campylobacter spp. no fluxograma de abate de
suinos. Quarenta animais de 10 baias, quatro de cada, foram acompanhados
durante o abate. Foram coletadas amostras de fezes apds a insensibilizagao,
amostras da superficie das carcacas apds a saida da depiladeira, apdés a
evisceracao e antes da carcaca entrar na camara de resfriamento. Também foram
coletadas amostras da superficie da papada e da agua do tanque de escaldagem
antes e apos a passagem dos animais. Os isolados obtidos em culturas
microbiolégicas foram identificados por PCR. Rep-PCR foi utilizada para a
comparacao das cepas. Campylobacter foi isolado de 19 (9,5%) das 200 amostras
de suinos analisadas, sendo sete (36,8%) do reto, sete (36,8%) apos a evisceragao
e cinco (26,3%) antes da camara de resfriamento. Todos isolados eram C. coli e cdt
negativos. Através da rep-PCR, observou-se que os animais contaminados por C.
coli na granja podem carrear 0 micro-organismo pelas etapas do processamento e
que contaminagdes cruzadas durante o fluxograma também tem papel importante na
contaminacao final da carcaca. Os cuidados de manejo higiénico-sanitario adotados
nas boas praticas de fabricacdo sao fundamentais no controle da contaminacao por
C. coli.

Palavras-chave: suinocultura, Campylobacter coli, frigorifico, contaminagao

cruzada, saude publica
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Abstract

The aim of this study was to track Campylobacter spp. in pig slaughtering flowchart.
Forty animals of 10 lots, four from each lot, were followed for slaughter. Stool
samples were collected immediately after stunning, surface samples after removal of
the animals from scrap machine, after evisceration and before the refrigeration
chamber. It was also collected surface samples of jowls and samples from the
scalding tank water before and after the passage of animals. The isolates obtained in
microbiological cultures were identified by PCR. Rep-PCR was used to compare the
strains. Campylobacter was isolated from 19 (9.5%) of the 200 pig samples
analyzed, seven (36.8%) of the rectum, seven (36.8%) after evisceration and five
(26.3%) before the refrigeration chamber. All isolates were C. coli and negative cdt.
Through rep-PCR, it was observed that the animals infected by C. coli in the farm
may carry the micro-organism through the processing steps and that cross-
contamination during the flowchart also have an important role in the contamination
of the final casting. The hygienic-sanitary management of care adopted in good
manufacturing practices are key in controlling the contamination by C. coli.
Keywords: swine, Campylobacter coli, slaughterhouse, cross contamination, public
health

INTRODUGAO

A carne suina € a mais popular no mundo e possui proteinas de alta
qualidade’. Segundo a Associagdo Brasileira de Proteina Animal?® a carne suina
vem se qualificando como um dos grandes responsaveis pela sustentacdo e
desenvolvimento econdmico e social de muitas regides brasileiras. E um alimento
altamente nutritivo, mas, como todos os produtos de origem animal, também pode
ser veiculo de micro-organismos patogénicos®.

As Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA) sado consideradas um
problema de saude publica, sendo causadas pela ingestdo de alimentos
contaminados por um agente infeccioso especifico ou por toxinas por ele
produzidas®. Estas enfermidades s&o responsaveis por altos indices de morbidade e
mortalidade na populagdo em geral, principalmente em pessoas

imunocomprometidas, criancas e idosos®.
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Campylobacter spp. séo bactérias amplamente distribuidas na natureza e a
maioria esta apta a colonizar o trato intestinal de uma variedade de animais de
sangue quente, incluindo aqueles utilizados para produgéo de alimentos, tais como
aves, bovinos, suinos e ovinos®. Este patdgeno esta entre os micro-organismos mais
comumente associados a toxi-infeccdes alimentares envolvendo o consumo de
produtos de origem animal’. A campilobacteriose humana geralmente é autolimitante
e cursa com sintomatologia gastrointestinal, como diarreia, febre e dor abdominal®.
No entanto, em casos mais graves, principalmente em individuos
imunocomprometidos, pode ocorrer a Sindrome de Guillain-Barré, patologia que
causa a desmielinizacdo da bainha de mielina, que evolui para paralisia

neuromuscular aguda, podendo levar & morte®.

As espécies do género Campylobacter consideradas patogénicas para o
homem e que estdo mais associadas a infecgdes alimentares sdo C. jejuni e C.
coli'®, sendo a primeira a principal causadora de enterites'’. Com relacdo aos
suinos, C. coli € a espécie que mais tem sido isolada do sistema gastrointestinal
desses animais'?. C. coli é uma bactéria termofilica, crescendo em temperaturas de
42°C. Produz as enzimas catalase e oxidase e possui motilidade devido a presenca

de um flagelo polar™.

Suinos sado muitas vezes portadores assintomaticos de Campylobacter spp. e
este status de portador aumenta a probabilidade de contaminagao das carcacgas

durante o processo de abate™.

Por serem micro-organismos de dificil cultivo, isolamento e identificagao,
métodos alternativos, como os ensaios moleculares, tém sido utilizados na sua
deteccdo’. A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica molecular

confiavel que se tornou uma alternativa para a identificacdo destes patégenos®.

Considerando a possibilidade dos suinos serem portadores de Campylobacter
spp. desde a granja ou de seus produtos serem contaminados no préprio frigorifico,
o objetivo deste trabalho foi rastrear Campylobacter spp. no fluxograma de abate de
suinos para identificar as fontes de contaminagao e pesquisar a presencga dos genes
cdt.
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MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras

Durante o periodo de estudo, 40 suinos de uma granja de ciclo completo,
localizada no sul do Rio Grande do Sul, foram acompanhados durante o fluxograma
de abate em frigorifico legalmente estabelecido no sul do Rio Grande do Sul,
cadastrado e inspecionado pela Divisao de Inspecado Sanitaria de Produtos de
Origem Animal da Secretaria de Agricultura, Pecuaria e Irrigacdo do Estado. Foram
realizadas coletas de amostras de fezes para a pesquisa de Campylobacter spp.
duas semanas antes do carregamento para o abate (tempo necessario para o
processamento das amostras em laboratério), com o uso de propés descartaveis,
caminhando em diferentes dire¢des no interior das baias. Em seguida, com o auxilio
de zaragatoas estéreis, foram coletadas amostras do material do propé, totalizando
trés amostras por baia. Imediatamente apds a coleta, o material foi encaminhado ao
laboratério em meio de transporte Cary Blair (Himedia, Mumbai, india) em caixa
isotérmica com gelo. Foram acompanhados 20 animais de cinco baias em que foi
identificada a presenca de Campylobacter spp. nas amostras de fezes coletadas na

granja e 20 animais de cinco baias em que o0 micro-organismo nao foi isolado.

Quatro animais de cada baia foram identificados com brincos e
acompanhados durante o fluxograma de abate, quando foram coletadas amostras

em cinco pontos diferentes:

- Ponto 1: Apos a insensibilizac&o, através da introdugcdo de uma zaragatoa

no reto do animal, para coleta de fezes;

- Ponto 2: Apds a depiladeira, através da friccdo de uma zaragatoa em uma
area de 100 cm? delimitada por gabarito de aco inoxidavel esterilizado na superficie

da pele, a 15 cm da linha de dorso, iniciando a medida a partir da 52 costela;

- Ponto 3: Apds a abertura da cavidade abdominal, através da friccdo de uma
zaragatoa em uma area de 100 cm? delimitada por gabarito de aco inoxidavel
esterilizado na superficie interna da carcaga, a 10 cm das articulagbes da costelas

com as vértebras, iniciando a medida a partir da 52 costela;
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- Ponto 4: Imediatamente antes da carcaga entrar na camara de refrigeracao,
através da friccdo de uma zaragatoa em uma area de 100 cm? delimitada por
gabarito de aco inoxidavel esterilizado na superficie da pele, a 15 cm da linha de

dorso, iniciando a medida a partir da 52 costela;

- Ponto 5: Amostra da papada, através da friccdo de uma zaragatoa na

superficie interna da papada.

Também foram coletadas amostras da &agua utilizada no tanque de
escaldagem, antes de iniciar o abate de cada baia e apds a passagem dos animais,

em frascos de vidro esterilizados, em quantidade aproximada de 50 mL.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA) da Universidade Federal de Pelotas, sob o numero de identificagdo CEEA
3313-2015.

Obtencao dos isolados

Para isolamento de Campylobacter spp., as zaragatoas com as amostras
foram diretamente semeadas em superficie de Columbia Blood Agar Base
(Acumedia, Lansing, Michigan), adicionado de 0,4% (m/v) de carvéo ativado, 5%
(m/v) de suplemento de solugdo redutora de oxigénio FBP' e 1% (m/v) de
suplemento Campylobacter | (Himedia, Mumbai, india) com mistura de antibiéticos.
As placas foram incubadas a 42°C por 48 horas em atmosfera de microaerofilia
(85% N2, 10% CO,, 5% O,). A atmosfera de microaerofilia foi gerada através de uma
modificacdo sugerida por Filgueiras e Hofer'® da técnica de passivacdo do cobre
descrita por Attebery e Finegold'®. Adaptada proporcionalmente a uma jarra de 2,5
L, esta técnica consiste em triturar 2,8 g de Sonrisal (Sanofi-Winthrop Farmacéutica),
colocar em uma base de placa de Petri e, sobre este, colocar 7,1 g de palha de acgo

(Bombril®) embebida em solugao acidulada de sulfato de cobre.

As colbnias tipicas, com brilho d’agua e espraiadas, foram analisadas morfo-
tintorialmente pela coloracdo de Gram. As colénias com morfologia tipica de
bastonetes delgados, em forma de S ou asa de gaivota foram testadas para a
producdo das enzimas catalase e oxidase. As culturas dos isolados catalase e
oxidase positivas foram criopreservadas em meio estoque (1 mL de glicerol, 8 mL de
Caldo Brucella e 1 mL de Soro Fetal Bovino).
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Extracao de DNA

O DNA dos isolados suspeitos de Campylobacter spp. foi extraido conforme
Sambrook e Russel’’. O pellet obtido por centrifugagdo de 1 mL de cultura foi
ressuspendido em 150 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]. Foram adicionados 50 pL de pérolas de vidro e 150 pL
de fenol/cloroférmio. Apdés homogeneizagao 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 acetato de potassio. Apés homogeneizagao por
inversdo, o material foi colocado no freezer a -20°C por 1 hora. Uma nova
centrifugacgéao foi realizada a 13.000 g por 20 min, o sobrenadante foi descartado e o
pellet lavado com etanol a 70%. Apos a centrifugagédo a 13.000 g por 3 min, foi
realizada a eluigdo em 45 uL de tampao de eluigao (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM,
pH 7,4). O DNA extraido foi estocado a -20°C.

Identificagao das espécies de Campylobacter

O DNA dos isolados suspeitos de Campylobacter spp. foi analisado através
da técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para identificagdo das
espécies C. jejuni e C. coli, de acordo com protocolo descrito por Harmon et al.?",
com modificagdes. Foram utilizados dois pares de primers (Tabela 1). O par | (pg 3 e
pg 50) amplifica uma regido altamente conservada relacionada aos genes da
flagelina em C. jejuni como em C. coli. O par Il (C-1 e C-4) amplifica uma regiao
especifica somente presente em C. jejuni. Cada reagao teve um volume final de 25
ML. Foram utilizados 12,5 pL de Master Mix (Promega, Madison, Wisconsin, USA), 2
ML (20 pmol) de cada primer, 1 yL de DNA (na concentragdo de 5 nmol/uL) e 3,5 uL
de agua para completar o volume da reacdao. A amplificagdo foi realizada com o
seguinte programa: desnaturacao inicial de 94°C por 4 min, seguido de 25 ciclos de
desnaturagao a 94°C por 1 min, anelamento a 45°C por 1 min, extensao a 72°C por
1 min e extenséo final a 72°C por 7 min. Como controles positivos, foram utilizadas
as cepas C. jejuni ATCC 33291 e C. coli CCAMP1003, cedidas pelo setor de

Campylobacter do Instituto Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro. A eletroforese dos
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produtos da PCR corados com GelRed (Uniscience, Sdo Paulo, Brasil) foi realizada

em gel de agarose a 1,5%.

Tabela 1 - Primers usados na diferenciacdo de Campylobacter jejuni e

Campylobacter coli

Tamanho da

Primer Sequéncia (5’-3’) Espécie amplificagao na
PCR (pb)
pg3 GAACTTGAACCGATTTG C.colie 460
pg50 ATGGGATTTCGTATTAAC C. jejuni

Cc-1 CAAATAAAGTTAGAGGTAGAATGT

C. jejuni 160
C-4 GGATAAGCACTAGCTAGCTGAT

Identificacao dos genes cdt

Apos a identificacdo da espécie, foi realizada a pesquisa de genes de
patogenicidade através da técnica de multiplex PCR de acordo com Martinez et al.?,
com modificagdes, utilizando primers especificos para os genes cdtA, cdiB e cdtC
(Tabela 2). Para um volume final de 25 uL, foram utilizados 12 pL de Master Mix, 2
ML (20 pmol) de cada primer e 1 pL (5 nmol/pL) de DNA. A amplificagao foi realizada
com uma desnaturagao inicial de 94°C por 5 min, seguida de 30 ciclos de
desnaturagao a 94°C por 1 min, anelamento a 57°C por 1 min, extensao a 72°C por
1 min e extensao final a 72°C por 5 min. Para analise do produto amplificado, foi

utilizada a mesma técnica ja descrita anteriormente.
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Tabela 2 - Primers usados na pesquisa dos genes cdtA, cdiB e cdtC

Tamanho da

Primer Sequéncia (5’-3’) amplificagao na PCR
(pb)

cdt A-F CTATTACTCCTATTACCCCACC

cdt A-R AATTTGAACCGCTGTATTGCTC 422

cdt B-F AGGAACTTTACCAAGAACAGCC

cdt B-R GGTGGAGTATAGGTTTGTTGTC >3

cdt C-F ACTCCTACTGGAGATTTGAAAG

cdt C-R CACAGCTGAAGTTGTTGTTGGC 339

Perfis moleculares

Os perfis moleculares dos isolados foram determinados por rep-PCR,
segundo Rasschaert et al.®, com modificacdes, utilizando o primer (GTG)5
(GTGGTGGTGGTGGTG), conforme Versalovic et al.?*. Resumidamente, as
condi¢des da rep-PCR foram as seguintes: 2,5 yL de DNA, 2 yL do primer , 12,5 uL
de Master Mix (Qiagen, Alemanha) e 8 yL de agua para completar o volume da
reacdo. Os ciclos da amplificagcdo foram 1 ciclo de 94°C por 5 min, 30 ciclos
subsequentes de 95°C por 30 s, 45°C por 1 min e 60°C por 5 min, e finalmente 1
ciclo de 60°C por 16 min. Para a visualizagao dos padrées de banda das diferentes
regides amplificadas no genoma, os produtos da PCR foram corados com GelRed e

a eletroforese foi realizada em gel de agarose a 2%.

Os padroes da rep-PCR foram interpretados de acordo com os critérios
sugeridos por Tenover et al.?®, utilizando a seguinte classificagdo: indistinguiveis
(todas as bandas iguais), intimamente relacionadas (2-3 bandas distintas),
possivelmente relacionadas (4-6 bandas distintas) e diferentes (mais de 7 bandas

distintas).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 200 amostras coletadas de suinos, 19 (9,5%) albergavam Campylobacter
spp., sendo 13 (6,5%) de animais oriundos de baias positivas e seis (3%) de animais
de baias negativas. Destes, sete (36,8%) foram isolados das amostras de fezes
obtidas do reto e sete (36,8%) da superficie da pele na pds-evisceragédo. Os outros

cinco (26,3%) foram isolados das carcagas na entrada da camara fria (Tabela 3).

Tabela 3 - Presenga de Campylobacter spp. na granja e no fluxograma de abate de

suinos

Agua Reto? Apds Apds Entrada na Papada Af\lgr;]:?

Baias L . . . ~ R
inicial depiladeira evisceragcdo camara

Positivas®

1 - -—— -—— - - -=-+ - -—— -
2 - -=-+- -——- -=-+- + - -- --—— -
3 - +--- -——- --=-+ --—-— --—— -
4 - -——— -——- + +-- + + - - --—— -

5 - -=-+- --—-- + +-- --- ---- -

Negativas

1 - -=-+ - - - -=-+ - -—— -—— -
2 - --++ --—-- --- --- ---- -
3 - + - - - - - -—— --=+ -—- -
4 - ———- ———- ———- ———- ———- -

5 - - - - - - - - - - - - - - - - - -

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

(+)-
®Positivas: baias com presenga de Campylobacter nas amostras de fezes; Negativas: baias com

auséncia de Campylobacter nas amostras de fezes.
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Os isolados das cinco baias positivas para a presenca da bactéria nas fezes
coletadas do piso foram identificados como C. coli. As baias consideradas como
negativas foram aquelas em que ndo houve o isolamento da bactéria nas fezes

coletadas duas semanas antes do abate.

Nenhuma amostra de agua do tanque de escaldagem coletada durante o
estudo estava contaminada com Campylobacter. Esta etapa tem o objetivo de
promover redugao da carga microbiana presente na superficie da carcaga do animal
e favorecer a retirada das cerdas do suino através da abertura dos poros. A
auséncia de Campylobacter indica que havia um controle adequado da temperatura
do local, uma vez que o micro-organismo nao resiste as temperaturas de 62°C a
72°C pelo periodo de 2 a 5 minutos (tempo em que as carcagas ficam submersas no

tanque) exigido pela legislagéo brasileira para a agua do tanque de escaldagem26.

Na coleta realizada no reto dos animais, apos a etapa de insensibilizacao,
foram obtidos sete (36,8%) isolados. Nem todos os animais acompanhados no
frigorifico, provenientes de baias positivas para Campylobacter foram portadores do
micro-organismo. Apenas trés animais, de baias diferentes, albergavam
Campylobacter. Apesar das coletas de amostras de fezes nas baias terem sido
realizadas da forma mais representativa possivel, alguns animais poderiam nao

estar contaminados.

Alguns animais provenientes de baias negativas apresentaram o micro-
organismo nas fezes coletadas no reto logo apds a insensibilizagdo. Em trés baias
diferentes, foram identificados quatro suinos positivos. Animais de produgcdo em
condigbes de estresse podem apresentar um aumento na taxa de excregcdo de
micro-organismos patogénicos?’. Logo, é possivel que alguns animais de baias
consideradas negativas estivessem contaminados por Campylobacter no momento
da coleta de amostra na granja, mas n&o estivessem eliminando o micro-organismo
nas fezes e passaram a excreta-lo em decorréncia do estresse provocado pelo
transporte e/ou jejum em que os animais sao submetidos previamente ao abate.

Nao foram obtidos isolados nas coletas realizadas apds a depiladeira. Gill e

t28

Bryant™ encontraram Campylobacter spp. em todas as amostras coletadas de

depiladeiras em dois frigorificos do Canada. Ja Pearce et al.?

, hos Estados Unidos,
nao obtiveram isolados apds esta etapa. Esta variacdo de resultados possivelmente

seja devido ao controle da temperatura de escaldagem, etapa anterior a depilagao.
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O calor aplicado durante a escaldagem, quando adequado, é capaz de reduzir de

forma eficiente os niveis de bactérias™.

Na etapa péds-evisceragcdo, Campylobacter foi isolado de sete (36,8%)
amostras, sendo seis oriundas de baias positivas e uma de uma baia negativa.
Durante a evisceragao, o rompimento do intestino pode representar uma fonte de
contaminacao de carcaca®', uma vez que e a contaminagdo acontece, geralmente, a
partir da bactéria presente no contetido intestinal®®>. Tecidos linféides de suinos,
como linfonodos, também podem albergar Campylobacter®>. A contaminacdo da
carne pelos linfonodos pode ocorrer, principalmente se as operacdes de evisceragao
causarem o rompimento dos mesmos. A disseminacado também pode ocorrer através
de utensilios usados durante os procedimentos de manipulacdo das carcacas®.
Outro fator que poderia justificar o numero de isolados nesta etapa é a oclusdo do
reto mal feita. A oclusao do reto € uma etapa que ocorre antes da evisceragcdo, com
o objetivo de evitar a contaminagdo fecal da carcaga nas etapas posteriores.
Consiste em realizar uma ligadura com linha resistente ou uso de grampos de aco
inoxidavel®. Se nao for bem realizada, esta etapa pode acarretar em
extravasamento do conteudo fecal durante a evisceragcdo, contaminando assim a

carcaca.

Campylobacter foi isolado dos animais 1 e 2 da baia 4 na etapa pds-
evisceragao e estes animais se mantiveram contaminados na etapa seguinte (antes
da entrada da camara de resfriamento). No entanto, os animais 1 e 2 provenientes
da baia 5 estavam positivos na etapa poés-evisceragdo e nao se mantiveram
contaminados na etapa posterior. Entre estas etapas ocorre a ultima lavagem das
carcacgas. Este procedimento tem por finalidade higienizar a carcaga e nao eliminar
micro-organismos da sua superficie. Entretanto, parece que, em alguns casos, a
eliminagdo ou diminuigdo da contaminag&o, como ocorreu no caso dos dois animais

da baia 5, pode acontecer.

Quatro carcagas de animais de baias positivas e uma de um animal oriundo
de uma baia negativa estavam contaminadas com Campylobacter imediatamente
antes da entrada nas camaras frias. As carcacgas sao destinadas a este setor com a
finalidade de retirar o calor sensivel logo apds o abate, resfriando as mesmas até
uma temperatura maxima de 1°C na intimidade das massas musculares?®.

Campylobacter spp. podem sobreviver, apesar de ndo conseguirem se multiplicar,
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em alimentos em temperaturas de refrigeragdo (-1 a 5°C) por uma a trés semanas .
Logo, o elevado percentual de isolamentos (26,3%) obtidos no estudo pode
representar um problema, uma vez que as carcagas que entrarem contaminadas

neste setor podem se manter até o alimento chegar ao consumidor.

Campylobacter nao foi isolado das amostras de papada. Este resultado €&
importante do ponto de vista higiénico-sanitario, uma vez que a papada é utilizada
como matéria-prima para a producdo de embutidos, podendo ser considerada

potencial fonte de contaminacao destes produtos.

Todos os 19 (100%) isolados obtidos foram identificados como C. coli. Suinos
albergam C. coli com maior frequéncia quando comparados com C. jejuni®.
Malakauskas et al.™ consideram que a dificuldade de se isolar C. jejuni em suinos
seja devido as baixas concentragbes da espécie nos animais portadores. Em

1. no Rio de Janeiro, 100 amostras de fezes

trabalho realizado por Andrade et a
suinas foram coletadas, sendo isolado Campylobacter spp. em 28 destas. Todos os
isolados foram identificados como C. coli. Em outro estudo, Alter et al.*?
identificaram C. coli em 100% de 1513 amostras de fezes obtidas em 15 granjas
localizadas na Alemanha. Os resultados desses experimentos vao ao encontro dos
nossos, comprovando que C. coli € mais isolado em suinos do que as outras

espécies do género.

Os isolados obtidos neste estudo foram analisados pela técnica de rep-PCR
para realizar a comparagao dos padroes de bandas. Através desta comparagao, foi
possivel considerar possiveis fontes de contaminagdo das carcacgas, identificando a
persisténcia das cepas no decorrer do fluxograma e eventuais contaminagdes

cruzadas.

Em relagao aos animais provenientes das baias positivas, foi possivel verificar
que na baia 1 o isolado da granja foi indistinguivel do isolado obtido do suino 3 antes
da entrada na camara de resfriamento. O animal estava contaminado com a mesma
cepa isolada das amostras da baia em que se encontrava na granja. Este fato indica
que a contaminagcdo teve origem na granja e que as boas praticas durante o
processamento foram falhas, pois o animal se manteve contaminado durante todo o

fluxograma até a chegada a camara de resfriamento.
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Na baia 2 foram obtidos isolados de dois animais. O animal 1 estava positivo
apenas antes da camara de resfriamento, ja o animal 3 apresentou C. coli no reto e
apos a evisceragao. A cepa isolada da granja foi intimamente relacionada com as
cepas obtidas do animal 3, enquanto que a cepa isolada do animal 1 foi considerada
diferente. Este animal poderia ja estar contaminado, mas s6 passou a eliminar a
bactéria nas fezes posteriormente, devido a situagcdes de estresse, como o
transporte e o jejum, que podem aumentar a taxa de excregédo de micro-organismos
patogénicos?’. Outra possibilidade seria a contaminacdo cruzada dentro do
frigorifico, através do contato com fémites contaminados. O suino 3 veio da granja ja
portador de C. coli, o que foi confirmado pelo reisolamento da cepa a partir da
amostra obtida no reto deste animal. A mesma cepa foi isolada também da amostra
coletada apés a evisceracao, indicando que os procedimentos realizados durante a

evisceragao nao foram adequados e levaram a contaminagao da carcaca.

A baia 3 apresentou dois isolados diferentes entre si e quando comparados
ao isolado obtido na granja. Nesta baia, um dos isolados foi obtido do reto apds a
insensibilizacdo. Este animal estava contaminado com uma cepa diferente daquela
isolada na granja, a qual ndo estava presente na amostra de fezes obtida do chao
da baia onde se encontrava ou pode ter passado a excretar a bactéria devido ao
estresse do transporte, jejum ou do contato com outros animais no curral de espera,
conforme ja comentado. A bactéria ndo foi isolada deste animal nas etapas
seguintes. Provavelmente os cuidados higiénico-sanitarios durante a produgao,
embora ndo fossem adequados, pois nao eliminaram a contaminagao observada em
outros animais nem evitaram a contaminagao cruzada, conforme se vera a seguir,
foram suficientes para a eliminagdo de C. coli neste caso especifico. O segundo
isolado desta baia foi obtido de outro animal, apenas apds a etapa de evisceracgao.
Contaminacao cruzada pode ter sido a causa. Utensilios, como facas, utilizados
nesta etapa, se mal esterilizados, podem ser fontes de contaminagdo. O mesmo
deve ter ocorrido na baia 5, cujos isolados, um obtido apds a insensibilizagao e dois

apos a evisceragao, apresentaram perfis diferentes daquele oriundo da granja.

Na baia 4, os isolados obtidos do animal 2 apds a evisceragao e na entrada
da camara foram considerados intimamente relacionados, mas diferentes da granja.

Este fato indica problemas higiénico-sanitarios dentro do frigorifico, uma vez que a



28

linha de abate foi a origem da contaminag&o da carcaga, que assim se manteve até

a préoxima etapa analisada.

Com relagdo aos animais provenientes de baias negativas, observou-se que
na baia 1 os isolados obtidos do reto e apds a evisceragao foram considerados
intimamente relacionados. Ja os isolados das demais baias foram considerados
diferentes. Como as baias foram consideradas negativas no momento da coleta, a
eliminagcdo da bactéria pelos animais pode ter se dado devido ao estresse do
transporte e jejum, conforme mencionado anteriormente, ou ainda terem se

contaminado na granja, posteriormente a coleta das fezes.

Nao houve similaridade entre as cepas isoladas de baias diferentes, indicando
que ndo houve a persisténcia de cepas tanto na granja quanto no frigorifico. As
coletas foram realizadas no periodo de um ano, tendo um espagcamento entre elas
de pelo menos um més, o que pode ter influenciado na nao persisténcia da cepa e

possibilitado a entrada de novas estirpes.

Nenhum isolado foi positivo para a presengca dos genes cdf. A presenca
destes genes tem sido reportada como menos comum em C. coli*’. A patogenia da
infeccdo por Campylobacter spp. € multifatorial e complexa. Varios fatores de
viruléncia, tais como adesao, capacidade de invasdo e de producado de toxinas tem
sido relatados®®. Jain et al.* realizaram um experimento avaliando os efeitos da
presenga do gene cdt inoculando cepas de Campylobacter cdt-positivas e cdt-
negativas em camundongos. O dano causado pelas cepas positivas foi maior,
cursando com intensa resposta inflamatdria nos tecidos intestinais e destruicao
celular. Ja as cepas negativas causaram apenas uma leve inflamagado. Os animais
coletados em nosso estudo nao apresentavam sinais clinicos. No entanto, suinos
sd0 muitas vezes portadores assintomaticos de Campylobacter spp.'*. Embora
alimentos contaminados com cepas de Campylobacter spp. sem a presenca dos
genes cdf causem menos danos que os contaminados com cepas portadoras, a
atencdo com a qualidade higiénico-sanitaria de alimentos deve ser respeitada, uma
vez que a capacidade da bactéria provocar sintomatologia independe da producéao

da toxina®.
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CONCLUSAO

C. coli é a principal espécie de Campylobacter presente no trato intestinal de
suinos. Os animais, uma vez contaminados, podem carrear o micro-organismo
durante as etapas do fluxograma de abate. As fontes de contaminagdo podem ser a
granja de origem ou contaminag¢des cruzadas durante o processamento.

A evisceracao foi considerada a etapa mais critica, devido ao maior numero
de isolamentos nas amostras obtidas logo apds este procedimento, ressaltando a

importancia dos cuidados de manejo higiénico-sanitario nesta etapa.

Os genes cdt ndo foram encontrados nos isolados obtidos no estudo.
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3 Consideracgoes Finais

Suinos do sul do Rio Grande do Sul podem albergar C. coli. A contaminagao
pode ter origem tanto na prépria granja, uma vez que 0 micro-organismo comumente
€ encontrado no trato intestinal dos animais, sendo as fezes possiveis fontes de C.
coli. A contaminagdo também pode se dar dentro do frigorifico, devido a falhas nas
boas praticas de fabricagdo durante o fluxograma de abate. O animal, uma vez
contaminado, pode carrear o micro-organismo até a entrada na camara de
resfriamento, onde o alimento pode se manter contaminado até ser comercializado.

Dentro do frigorifico, o ponto com maior isolamento do micro-organismo foi
apos a evisceracdo. Como C. coli € comumente encontrado no trato intestinal de
suinos, é justificavel o isolamento em maior numero de amostras obtidas no
processo de evisceragdo, onde pode ocorrer contaminagcdo a partir do conteudo
intestinal ou linfonodos, devido a falhas humanas.

Com relacdo a avaliacdo da similaridade entre as cepas, pode-se observar
que alguns animais contaminaram-se na granja e mantiveram-se contaminados com
a mesma cepa durante o fluxograma de abate. Isto evidencia falhas nas boas
praticas de fabricagdo, as quais, uma vez bem executadas, eliminam possiveis
contaminacgdes de carcacas.

Nenhuma cepa apresentou os genes cdf, no entanto alimentos contaminados
com cepas cdt-negativas também podem causar danos. Uma vez que os suinos sao
considerados portadores de C. coli, € importante que se adotem medidas higiénico-
sanitarias adequadas no frigorifico, para evitar que animais contaminados
mantenham a contaminacdo durante o fluxograma, de forma a garantir que

alimentos seguros cheguem ao consumidor.
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ANEXO A - Aprovagio no Comité de Etica em Experimentagdo Animal

UFPal

T 21 Frevy o Fate T an i

Pelotas, 20 de novembro de 2005

Dez MY, Dma. Anehize de Oliveirn Campello Fefix
Prexidents da Comissdo de Evea em Experimenrogdo Animel (CERA)
Fara: Prof Clisdie Diss Timm

[reparrrarmenie Venerindria Prevemivg — Facaldade de Feterbndria

Senhar Prafessor:

A CEERA analison o projese intitulado: *Comportaments de micro-srganismaos
patagenices ng Auzograma de abate de suinos™, processe n°231 100033137201 5-62,
que envalve a wlilizaglo de animass periencentes ap file Chordata, Subdilo Vertehmtn
{gwesto o bomem), para fins de pesquisa clentifica ou enging, sendo de panecer
FAVORAVEL a sua exccugho, pois estd de aoorde com os preceitos da Lei o® 11.794,
di & de cutubre de T008, & com as normas editadas pelo Conselho Macsonal de Controls
da Experimentagio Animal (CONCEA)

Solleitamos, apds tomar cifacia do parecer, reenviar o processo i CEEA.

Saliemmmas Wmmbém 8 necessidede deste projeto ser cadastrado junie ao
COHALITY para peatenar registro na OO0 PR [codign para cadastro n® CEEA 313
2015).

Wighaoia do Profeio: 21/10/2014 a 3011220146
EspézieLinhagem: Sulnaindefinida

N de inimais 27HH

Tidsdda: O amna

Sene Varado

Crigen: Crrarga do Suinos
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s t{ Ly
[yt )

ﬁL\’.ME&d}ﬂHuin Compells Felix

Presudente dig CEEA

Assinaur do Professor Respoasdvel



