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OCORRENCIA DE Yersinia enterocolitica E Salmonella spp. NO ABATE
DE SUINOS

RESUMO - Tendo em vista a importancia da Yersinia enterocolitica e
Salmonella spp. como agentes zoonoéticos e a carne suina a veiculacao,
realizou-se o presente estudo objetivando determinar a ocorréncia desses
agentes na linha de abate de suinos. Para tal, foram analisadas 175 amostras
compostas de linguas (L), tonsilas (T), linfonodos submandibulares (LS),
linfonodos mesentéricos (LM), carcacas (SC), contetdo retal (SR) de suinos e
de facas (SF) utilizadas pela inspecdo. Para a pesquisa de Salmonella spp.
utilizou-se a técnica convencional de isolamento e para a de Yersinia
enterocolitica, além desta técnica foi empregada a da reacdo em cadeia da
polimerase, com um par de primer especifico para a determinacéo da espécie e
outro para a detecgéo do gene ail. Yersinia enterocolitica foi isolada em 8% das
amostras por meio de técnica convencional em L, T, LS, LM e em SF e foi
detectada em 4,6% por PCR em L, LM, SC, SR e SF. Salmonella Anatum foi
isolada apenas em amostras de lingua, correspondendo a 1,2% do total de
amostras. O antibiograma revelou 100% dos isolados de Y. enterocolitica
resistentes a ampicilina, amoxicilina+clavulanato, cefalotina e imipenem, em
menor porcentagem a cefuroxima (92,9%), ceftazidima (85,7%),
sulfametoxazol+trimetropim (78,6%), ciprofloxacina (78,6%), amicacina (71,4%)
e também gentamicina (71,4%). Todos os isolados de Salmonella Anatum
foram resistentes ao meropenen, a oxitetraciclina e a eritromicina. Os
resultados destacam a regido da cabeca do suino, especialmente lingua,
tonsilas e linfonodos, como potenciais disseminadores, principalmente de
Yersinia enterocolitica, aos humanos. Além da adocdo de praticas de higiene
durante as operacdes de abate, algumas adaptacfes nos procedimentos de
inspecao poderiam contribuir para minimizar o risco de disseminagdo desses
patdgenos. Os resultados obtidos no presente estudo trazem importante
contribuicdo para a saude publica.

Palavras-chave: seguranca alimentar, carcaca, Salmonella, abate suinos,

PCR, suinos.
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OCCURRENCE OF Yersinia enterocolitica AND Salmonella spp. ON PORK

SLAUGHTER

ABSTRACT - Considering the importance of Yersinia enterocolitica and
Salmonella spp. as zoonotic pathogens and to the pork their vehiculation, the
purpose of the present study was to asses the occurrence of these pathogens
on pork slaughter chain. At the swine abattoir, a hundred seventy five samples
of tongues (TG), tonsils (TS), submandibular lymph nodes (SL), mesenteric
lymph nodes (ML), carcasses (CS) rectal content (RS) and inspection knives
(IK) were collected. Traditional isolation method was used to investigate
Salmonella spp. and for Yersinia enterocolitica investigation, besides this
method was also used a polymerase chain reaction (PCR) method, with specific
primer for specie detection and another for ail gene detection. By traditional
method, Yersinia enterocolitica was isolated in 8% of the samples in TG, TS,
SL, ML and IK and by PCR was detected in 4.6% in TG, ML, CS, RS and IK.
Salmonella Anatum was isolated from tongues only, in 1.2% of total samples.
The antibiogram showed 100% of Yersinia enterocolitica strains resistant to
ampicillin, amoxicillin + clavulanate, cephalothin and imipenem, cefuroxime in
lower percentage (92.9%), ceftazidime (85.7%), sulfamethoxazole +
trimethoprim (78.6%), ciprofloxacin (78.6%), amikacin (71.4%) and gentamicin
(71.4%). All Salmonella Anatum strains were resistant to meropenen,
oxytetracycline and erythromycin. The results showed the head region,
especially the tongue, tonsils and lymph nodes might represent contamination
risks for Yersinia enterocolitica. Besides the hygienic practices during slaughter
process, changes in inspection procedures could reduce the risk of spread
these pathogens. The results of this study represent an important contribution
for public health.

Keywords: food safety, carcass, Salmonella, pork slaughter, PCR, swines.



1 INTRODUCAO

O consumo de alimentos contaminados por microrganismos patogénicos
pode causar diversas doencas de origem alimentar, gerando prejuizos
econdmicos individuais e coletivos, com medicamentos e até hospitalizagdes.
As industrias perdem com “recalls” e com a reducao da vida de prateleira dos
produtos contaminados, além da perda da confiabilidade dos consumidores na
marca e da criacéo de barreiras comerciais.

Yersinia enterocolitica € um agente zoonodtico comumente associado a
gastroenterite bacteriana aguda e sua veiculacdo a alimentos produzidos com
carne suina ou a alimentos contaminados por fezes de suinos portadores de Y.
enterocolitica patogénica.

O procedimento de abate dos animais inclui etapas que possibilitam a
contaminacdo das carcacas por bactérias patogénicas, como por exemplo,
Escherichia coli, Campylobacter jejuni, Staphylococcus aureus, Clostridium
perfringens, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Salmonella spp.,
entre outras.

As principais etapas do abate que possuem risco de contaminagao por
Y. enterocolitica sé@o: a retirada dos intestinos, a excisdo da lingua, faringe e
particularmente as tonsilas e procedimentos de inspecdo post-mortem que
envolvem a incisdo do linfonodo mandibular, assim como a desossa da cabeca.

Ao contrdrio da maioria das bactérias enteropatogénicas, Y.
enterocolitica tem capacidade de se multiplicar em alimentos refrigerados, o
gue representa uma especial importancia para a seguranca alimentar.

Assim como Yersinia sp. patogénica, as salmonelas também s&o
bactérias patogénicas envolvidas em surtos de doencas de origem alimentar,
sendo, inclusive, as maiores causadoras deste tipo de doenca em todo o
mundo.

Por serem, também, bactérias de origem intestinal, as salmonelas
podem ser encontradas em carcacgas de animais recém-abatidos contaminadas
por material fecal, inclusive de suinos.

Embora as salmonelas possam causar a doeng¢a nos suinos, na maioria
dos casos, os animais infectados ndo apresentam qualquer sinal clinico da

doenca, tornando-se um risco potencial nos abatedouros.



A importancia destas bactérias em carne suina ou em produtos obtidos
a partir da carne suina se da pelo elevado consumo deste tipo de alimento em
todo o mundo.

Tendo em vista 0 exposto e considerando: a importancia da suinocultura
na economia brasileira, ja que o pais ocupa o quarto lugar dentre os produtores
mundiais, com a perspectiva de melhorar esta posicdo em um futuro préximo; o
fato de a carne suina ser a proteina de origem animal mais consumida no
mundo, com crescente aumento inclusive no Brasil; que a Unido Européia (UE)
€ um dos maiores mercados para a carne suina brasileira e que grande parte
dos demais paises importadores dessa carne seguem medidas sanitarias
semelhantes as empregadas pela UE; que o suino é tido como um animal de
acougue possivelmente portador de Yersinia enterocolitica patogénica,
especialmente no seu sistema digestorio; que a carne suina é tida como
importante veiculo de transmissao de Yersinia enterocolitica e Salmonella spp.
em todo o mundo; a falta de informacfes acerca da ocorréncia de Yersinia
enterocolitica na linha de abate suino, especialmente em nosso meio; as
escassas informacdes sobre a presenca de Salmonella spp. na linha de abate
suino; o papel das fases do abate e dos procedimentos de inspecao,
particularmente a incisdo de linfonodos e 6rgaos, sobre a disseminacdo da
Yersinia sp. no ambiente de abate e possibilidades de contaminacao cruzada,
idealizou-se o presente estudo.

2 OBJETIVOS
U Geral
o Verificar a ocorréncia de Yersinia enterocolitica na linha de abate
de suinos por meio de técnica microbiolégica convencional e de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e Salmonella spp. por

meio de técnica microbiologica convencional.

° Especificos
o Isolar Yersinia enterocolitica e Salmonella spp. em carcacas

suinas, linguas, tonsilas, linfonodos submandibulares e



mesentéricos e em conteudo intestinal, imediatamente apos o
abate;

o Verificar a possivel contaminacdo, por Yersinia enterocolitica e
Salmonella spp., em facas utilizadas nos procedimentos de
inspecao;

o Avaliar a suscetibilidade dos isolados de Yersinia enterocolitica e
Salmonella spp. por meio de técnica microbiolégica convencional

frente a antimicrobianos.

3 REVISAO DE LITERATURA

A carne suina é a proteina de origem animal mais consumida no
mundo, com uma média de 15,9 kg por pessoa ao ano, em comparagao com a
de aves, com um consumo médio de 12,6 kg por pessoa e a de bovinos, 9,4 kg
por pessoa. Em alguns paises da Europa o consumo de carne suina aproxima-
se dos 70 kg por pessoa ao ano, enquanto no Brasil o consumo médio é de
12,5 kg por pessoa ao ano (SILVEIRA & CANAL, 2007).

De acordo com dados do IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica, o Brasil possui um rebanho de mais de 35 milh6es de suinos
(AGENCIA BRASIL, 2008). Quarto maior produtor de carne suina do mundo, as
exportacdes foram de 530 mil toneladas em 2008 e de 606 mil toneladas em
2007 (ABIPECS, 2009). De janeiro a julho de 2010, foram exportadas 270 mil
toneladas de carne suina, com principal destino a Russia, principal importadora
da carne suina brasileira destinada ao mercado externo, seguida por Hong
Kong, Ucrania e Argentina, além de outros mercados importadores (ABIPECS,
2010).

Segundo as perspectivas da FAO — Organizacdo das Nacdes Unidas
para Agricultura e Alimentacdo — de 2000 a 2030 o mundo tera que aumentar a
producdo de carne em 20% para atender a crescente demanda mundial
(AGENCIA BRASIL, 2008).

De acordo com estudos feitos pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), havera uma expressiva mudanca de posi¢cao do Brasil
no mercado mundial. A relacdo entre as vendas externas brasileiras e o

comércio mundial mostra que, em 2018/2019, as exportacdes de carne bovina



representardo 60,6% do comeércio mundial, as de carne de frango, 89,7%, e as
de carne suina, 21%. Os principais mercados serdo a China, Hong Kong e
Egito (PORTAL DO AGRONEGOCIO, 2008).

A carne suina € composta quimicamente por 75% de agua, 22,8% de
proteina, 1,2% de gordura, 1,0% de minerais e um contetdo energético de 112
Kcal/100g. Também €& uma excelente fonte de vitaminas hidrossolluveis do
grupo B, como tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina (B3), piridoxina (B6) e
cobalamina (B12), aléem de zinco, potassio, ferro e magnésio. As vitaminas
lipossoluveis A e D encontram-se em quantidades importantes somente nas
visceras, principalmente no figado (ROCA, 2008).

A epidemiologia das doencas de origem alimentar vem sofrendo
mudancas ao longo dos anos. De acordo com TAUXE (1997), do Centers for
Disease Control and Prevention (CDC), varios microrganismos patogénicos,
incluindo Salmonella spp., Escherichia coli, Campylobacter sp. e Yersinia
enterocolitica, tem como reservatério animais de acougue saudaveis, a partir
dos quais se espalham para uma variedade crescente de alimentos. Estes
patogenos causam milhdes de casos esporadicos de doencas e complicacdes
cronicas, assim como surtos cada vez maiores.

Segundo BONARDI et al. (2003), Salmonella spp. e Y. enterocolitica sé&o
importantes agentes causadores de doencas de origem alimentar e ja foram
muitas vezes isoladas de carne suina fresca e de produtos elaborados a partir
de carne suina.

A presenca destes microrganismos patogénicos na carne fresca se deve
principalmente aos procedimentos de abate, que ndo incluem uma etapa que
assegure a total eliminagéo de bactérias da carcaca (APHA, 2001).

O abate de suinos € um procedimento com varias oportunidades para a
contaminacdo da carcaca por Y. enterocolitica, e ndo hd nenhuma etapa que
elimine totalmente os perigos (BORCH et al., 1996). Y. enterocolitica € um
importante patégeno humano enteroinvasivo com distribuicdo global. O
aumento no numero de casos isolados de yersiniose nas duas Ultimas décadas
a apontam como um potencial patbgeno humano emergente (WANNET et al.,
2001).

Durante o processo de abate do suino pode-se relacionar as fontes de

contaminacdo com o préprio animal, como fezes e faringe e também com o



ambiente do abatedouro. Bactérias zoonoticas como Salmonella spp. e Y.
enterocolitica sdo disseminadas pela superficie das carcacas principalmente
pelo animal portador durante a etapa de evisceragao e, desta maneira, as boas
praticas de higiene e a limpeza dos equipamentos no abatedouro podem ter
uma profunda influéncia no nivel de contaminacdo das carcagcas (BONARDI et
al., 2003).

3.1 Yersinia enterocolitica
3.1.1 Histdrico e caracterizacao

Y. enterocolitica foi incluida na familia Enterobacteriacea em 1972 pelo
Comité Internacional de Sistematica Bacteriana. O nome Yersinia foi dado em
homenagem ao bacteriologista francés A. J. Yersin, que a isolou pela primeira
vez em 1894 (FALCAO, 1976).

Nos Estados Unidos em 1934, Mclver & Pike a descreveram com 0
nome de Flavobacterium pseudomallei, um cocobacilo isolado de abscesso
facial de um trabalhador rural de 53 anos. Em 1939, no Departamento de
Saude do Estado de Nova lorque, Schleifstein e Coleman voltaram a estudar
esta bactéria, que foi isolada de pacientes que apresentaram principalmente
enterocolite, mas que se diferenciava bioquimicamente daquela bactéria
conhecida e em 1943 propuseram o nome de Bacterium enterocoliticum.
Posteriormente, baseado em rea¢des bioquimicas, descobriu-se que a bactéria
isolada naquela ocasiéo corresponde ao sorogrupo O:8 de Y. enterocolitica, ou
seja, microrganismos classificados anteriormente como  Bacterium
enterocolitum ndo identificado ou Pasteurella pseudotuberculosis atipica, foram
posteriormente classificados como Y. enterocolitca (FALCAO, 1976;
BOTTONE, 1999).

Com excecao de alguns casos esporadicos, somente apos 30 anos esta
bactéria voltou a ser reportada, em 1968, quando uma professora de 40 anos
desenvolveu bacteremia, meningite, panoftalmite com consequente perda da
visdo devido a Y. enterocolitica O:8 (BOTTONE, 1999).

Na década de 60 numerosas infeccdes humanas por Y. enterocolitica
apareceram em alguns paises europeus como Franca, Bélgica, Holanda,
Alemanha e Suica e posteriormente na Suécia, Finlandia, Hungria, entre



outros. Nos anos seguintes, foi identificada fora da Europa, como nos Estados
Unidos em 1965, no Canada e Africa do Sul em 1966, no Brasil em 1969, no
Japédo em 1972, no Ird em 1976, entre outros (MOLLARET, 1995).

No Brasil, este primeiro isolamento de Y. enterocolitica citado, ndo foi em
humanos, mas em saguis de um zoologico em S&o Paulo. Somente em 1976
este microrganismo foi associado a doenga em humanos, quando foi isolada de
um paciente com pseudoapendicite em Araraquara, Sao Paulo (FALCAO et al.,
2008).

No periodo compreendido entre 1960 e 1965, criagdes de chinchilas em
fazendas da Alemanha e Dinamarca foram dizimadas por um grande surto.
Concomitantemente, na Franca, Suica e Inglaterra, ocorreram infeccbées em
coelhos. Posteriormente, dados epidemiologicos mostraram que a infeccao
ocorria em roedores, na maioria das vezes, na forma subclinica e em suinos e
bovinos na forma clinica, sendo os suinos considerados o principal reservatorio
dessa bactéria (MOLLARET, 1995; McNALLY et al., 2004; NOWAK et al., 2006;
TEODORO et al., 2004; FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2007; JOURDAN et
al., 2009).

Y. enterocolitica e “Y. enterocolitica-like” constituem um grupo bastante
heterogéneo de bactérias que incluem patégenos bem estabelecidos e uma
gama de estirpes ambientais que sdo ubiquas em ecossistema terrestre e
aquatico. Sao heterogéneas em relacdo a propriedades fenotipicas,
genotipicas e ecoldgicas. Cepas de microrganismos “Y. enterocolitica-like” sao
classificadas em sete espécies separadas: Y. frederiksenii, Y. kristensenii, Y.
intermedia, Y. aldovae, Y. rodhdei, Y. mollaretii e Y. bercovieri. Nenhuma
destas espécies ja foi associada a doencas em seres humanos ou em animais,
com excecao de alguns casos atipicos. Todas as cepas capazes de causar a
doenca, yersiniose, pertencem a Y. enterocolitica, entretanto nem todas as
cepas sao patogénicas (Mollaret et al., 1979, citado por KAPPERUD, 1991).

As cepas de Y. enterocolitica sdo tradicionalmente classificadas por um
sistema de tipagem baseado na combinacdo de testes bioquimicos e
sorolégicos que possibilita a diferenciacao em diversos bio-sorotipos (ALEKSIC
& BOCKEMUHL, 1999).

Segundo KAPPERUD (1991) e FALCAO & FALCAO (2006) Y.
enterocolitica é classificada em 76 sorogrupos ou sorotipos, baseados no



antigeno O. Entretanto, as cepas associadas com doencas em seres humanos
ou em animais pertencem a somente poucos sorogrupos. Destes, o O:3,
0:5,27, O:8 e 0O:9 sédo os mais importantes agentes causais de enfermidades
em humanos.

Existe uma correlacdo entre areas geograficas e a ocorréncia de alguns
sorogrupos especificos. Na Europa, o sorotipo mais frequentemente isolado de
yersiniose em humanos € o O:3 seguido pelo O:9. No Japdo também ha uma
alta incidéncia de O:3, nos Estados Unidos, O:3 e O:9 e no Canada, os
sorogrupos mais frequentemente isolados sdo o 0O:8 seguido pelo O:5,27
(KAPPERUD, 1991). No Brasil, o sorotipo O:3 é encontrado com maior
frequéncia em casos clinicos humanos, geralmente associado ao biotipo 4
(FALCAO & FALCAO, 2006).

Suinos saudaveis podem ser portadores de cepas de Y. enterocolitica
patogénicas para os humanos, em particular cepas de O:3/biotipo 4 e
O:9/biotipo 2. Cepas de O:3 tem sido frequentemente isoladas na superficie de
carcacas de suinos, o que provavelmente seja resultado da disseminacao dos
microrganismos via fezes, conteudo intestinal ou contaminagdo da cavidade
oral durante os procedimentos de abate e evisceracdo (NESBAKKEN et al.,
2003).

Segundo BOTTONE (1999) a patogenicidade das cepas esta
relacionada a algumas caracteristicas fenotipicas evidenciadas pelos testes de
pirazinamidase, hidrolise de esculina, fermentacéo de salicina, dependéncia do
calcio entre outros.

Y. enterocolitica € um bastonete Gram-negativo, anaerobia facultativa,
nao-esporulada, oxidase-negativa e geralmente urease e nitrato redutase
positiva e também fermenta a glicose com pouca ou nenhuma producéo de gas
(SILVA et al., 1997). Tem a capacidade de se multiplicar em temperaturas
variando entre 0 a 44°C, sendo a otima entre 25 a 28°C. Haja vista que o
resfriamento de alimentos é um dos meios mais utilizados para a preservacao
de produtos pereciveis, a capacidade desta bactéria de se multiplicar a
temperatura de 4°C a torna uma ameaca para a saude publica, uma vez que
pode se multiplicar até mesmo em carne embalada a vacuo mantida sob
refrigeracdo (KAPPERUD, 1991, WANNET et al., 2001). Resiste bem ao



congelamento, podendo sobreviver por longos periodos em alimentos mantidos
congelados (SCHIEMANN, 1989; BOCKEMUHL & WONG, 2003).

3.1.2 Importancia e ocorréncia

Apés a salmonelose e a campylobacteriose, a yersiniose humana é a
doenca entérica mais comum em Varios paises europeus (EFSA, 2006).

Em levantamento realizado por MCNALLY et al. (2004) entre os anos de
1991-2000 na Gré-Bretanha obtiveram uma incidéncia de Y. enterocolitica de
26,1%, 10,7% e 6,3% em fezes de suinos, ovinos e bovinos, respectivamente,
em amostras colhidas em matadouro-frigorifico. Além destes resultados,
também concluiram que neste mesmo periodo a maioria dos casos de
yersiniose no pais foram causados pelo biotipo 3 sorotipo O:9, encontrada
somente nas amostras de fezes dos suinos analisados.

ORTIZ-MARTINEZ et al. (2010), em estudo conduzido durante 6 anos
para pesquisa do género Yersinia sp. em suinos, observaram que a maior
prevaléncia em paises europeus é da espécie Y. enterocolitica, sendo a mais
alta (93%) em suinos da Espanha e a mais baixa (32%) da Itélia.

Segundo SAMADI et al. (1982) a baixa incidéncia de infecgbes
humanas por Yersinia sp. em paises muculmanos pode estar relacionada ao
restrito consumo de carne suina e pode reforcar o fato deste alimento ser
importante via de transmissao de Y. enterocolitica.

Desde 1990, quando ANDERSEN & SAUNDERS (1990) afirmaram que
a transmissao direta de Yersinia sp. de suinos para humanos ainda nao tinha
sido reportada, até os dias atuais, nenhum caso deste tipo de transmisséo foi
constatada.

McNALLY et al. (2004) e BONARDI et al. (2007) citam que a carne suina
e 0s produtos obtidos a partir desta carne mal cozidos sé&o as mais importantes
vias de transmissao de Y. enterocolitica para seres humanos. Uma vez que o
suino € o principal reservatorio desta bactéria, o consumo de lingua e de
tonsilas é considerado um fator de risco, pelo tropismo da bactéria por estas
regides (WANNET et al., 2001).

Utilizando técnica microbiolégica convencional, com enriquecimento em

caldo seletivo ITC (irgasan-ticarcilina-cloreto de potassio) e isolamento em agar



SSDC (SS-desoxicolato de célcio), BOER & NOUWS (1991) detectaram Y.
enterocolitica patogénica em 42% das amostras de tonsilas, 20% das amostras
de lingua, 17% de suabe retal, 1% em carne fresca suina e em nenhuma
amostra de carcaca suina.

BONARDI et al. (2003) isolaram a bactéria em 14,7% das amostras de
tonsilas, em 4,0% das amostras de conteudo intestinal e em nenhuma amostra
de carcaca de suinos. Do total de isolados de Y. enterocolitica, 82,1%
pertenciam ao biotipo 4 sorotipo 0:3. Em amostras de tonsilas,
JOHANNESSEN et al. (2000) obtiveram 15,2% de positividade para Y.
enterocolitica O:3 em suinos de 5 abatedouros.

SIMONOVA et al. (2008) obtiveram maior frequéncia de isolamento em
tonsilas (7,5%) e conteudo retal (7,4%) e em menor frequéncia em lingua
(5,1%), superficie de pele (2,8%) e superficie de pele proxima ao reto (1,0%),
sendo 88% dos isolados pertencentes ao sorotipo O:3.

NESBAKKEN et al. (2003) também citam a presenca desta bactéria na
cavidade oral, em particular lingua e tonsilas, intestino e fezes de suinos.
SHIOZAWA et al. (1991) isolou estirpes patogénicas em 85% de suabes orais
de suinos recém-abatidos e saudaveis e em 63,3% de superficie de carcacas
frescas. Os autores atribuem os resultados, provavelmente pela disseminacao
do microrganismo via fezes, conteudos intestinais ou contaminacdo pela
cavidade oral durante o abate (NESBAKKEN et al., 2003).

Pelo fato de que Y. enterocolitica coloniza a cavidade oral, lingua e
intestinos de suinos, se houver rompimento de visceras e extravasamento de
conteudo intestinal durante a evisceracdo pode resultar em contaminagcao da
carcaca (JOURDAN et al., 2009). De acordo com MILLER et al. (1997) o
periodo de descanso dos animais no abatedouro inferior a 4 horas pode estar
relacionado com uma maior incidéncia de contaminacdo das carcacas por
enterobactérias, justamente por predispor a ruptura de visceras na linha de
abate.

Os procedimentos de inspec¢do post mortem também podem representar
risco de contaminagcdo cruzada, principalmente pela incisdo do linfonodo
submandibular e mesentérico, assim como a incisdo acidental de estdmago,

ileo e ceco. Estes procedimentos podem resultar em transporte da bactéria
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destas regides citadas para outras partes da carcaca por facas e maos dos
funcionarios da inspecdo (NESBAKKEN et al., 2003).

De acordo com o regulamento da Comissédo Européia, a incisdo dos
linfonodos submaxilares é um procedimento compulsorio em suinos, pela
possibilidade da transferéncia de patdogenos para a carcaca (EUROPEAN
COMISSION, 1995).

Diversos estudos indicam o suino como a principal fonte de infeccdo de
Y. enterocolitica patogénica para humanos, considerando a incidéncia de
isolamento desta bactéria em abatedouros (MOLLARET, 1995; BORCH et al.,
1996; WANNET et al., 2001; BONARDI et al., 2003; NESBAKKEN et al., 2003;
McNALLY et al., 2004; NOWAK et al., 2006; TEODORO et al., 2004;
FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2007; SIMONOVA et al., 2008; JOURDAN et
al., 2009). Entretanto, nos ultimos anos, autores ressaltaram a importancia de
praticas de manejo relacionadas as fases de cria, recria ou engorda, as quais
poderiam contribuir para a disseminacdo e infeccdo do suino por Y.
enterocolitica, uma vez que 0S animais que carreiam 0 patdgeno Ss&o
clinicamente saudaveis e ndo apresentam qualquer sintomatologia
(FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2000; BHADURI et al., 2005).

De acordo com NOWAK et al. (2006) e GURTLER et al. (2005) a
prevaléncia desta bactéria em suinos é variavel entre fazendas e tipos de
manejo adotados e ndo h& muitos dados relacionados ao sistema de criacdo
gue poderiam contribuir para uma menor prevaléncia de animais portadores Y.
enterocolitica e consequentemente, menor prevaléncia de carcacas
contaminadas por essa bactéria.

LAUKKANEN et al. (2009) obtiveram a partir de amostras de suabe retal,
positividade de 37% de Y. enterocolitica em fazendas de criacdo de suinos e,
ainda, associaram uma maior prevaléncia deY. enterocolitica patogénica a alta
densidade de animais por baia, que facilitaria a disseminacao da bactéria, por
contato direto ou ambiental, como bebedouros automéaticos com bico ou
alimentos contaminados, além da presenca de cama de palha. No abatedouro,
a partir de amostras destes mesmos animais, o local de maior indice de

isolamento de Y. enterocolitica foi obtido nas tonsilas.
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3.1.3 Marcadores de patogenicidade

Os mecanismos de patogenicidade da Y. enterocolitica sdo complexos e
envolvem varios fatores, sendo que ja foram identificados varios marcadores de
patogenicidade no genoma desta bactéria (LEAL et al., 1997).

De acordo com Robins-Browne (2001) citado por FALCAO & FALCAO
(2006) para que a bactéria possa ocasionar a doenca, necessita de um conjuno
de fatores de viruléncia que séo codificados tanto por genes plasmidiais como
por genes cromossomais.

A sequéncia de eventos ap0s a ingestao de Y. enterocolitica patogénica
comeca com a aderéncia e invasdo das células epiteliais intestinais,
preferencialmente do ileo. Para que ocorram estas primeiras etapas de
infeccdo s&o necessarios pelo menos dois fatores cromossémicos, chamados
ail (attachment invasion locus), que codifica a proteina Ail responséavel pela
adesao no local de invasdo e o inv (chromosomal invasin gene), que codifica
uma proteina denominada invasina (Inv), responsavel pela invasao
propriamente dita. O gene inv esta presente tanto em cepas virulentas como
em cepas nao virulentas de Y. enterocolitica, enquanto o gene ail € encontrado
apenas em sorotipos patogénicos de Y. enterocolitica (WANNET et al., 2001).

A metodologia para a deteccdo de isolados de Y. enterocolitica
patogénica e identificacdo da espécie baseada, respectivamente, nos genes
cromossOmicos ail e 16S rRNA foi descrita por WANNET et al. (2001). A
utiizacdo de dois pares de oligonucleotideos iniciadores ou também
conhecidos como “primers” (par A1-A2 e par Y1-Y2) um produto de PCR de
tamanhos 425 pb e 330 pb, respectivamente, permite detectar em poucas
horas a presencga de Y. enterocolitica patogénica.

Por outro lado, alguns estudos prévios discutem a possibilidade de
pequenas diferencas na composicdo de aminoacidos do locus ail entre
sorotipos americanos e ndo-americanos, o que poderia interferir no anelamento
do “primer” (HARNETT et al.; 1996; GOVERDE, 1999).

Pela utilizacdo da técnica de PCR em tempo real, FREDRIKSSON-
AHOMAA et al. (2007) detectaram o gene ail em 88% das amostras de tonsilas
de 200 suinos analisados e em 7 amostras de carne suina fresca de 100
amostradas. Com os mesmos “primers” NAKAJIMA et al. (1992) ja tinham
obtido sucesso na deteccao de Yersinia enterocolitica patogénica.
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Na Estbnia, Letbnia e RuUssia a prevaléncia do gene ail identificado a
partir de tonsilas de suinos foi de 89%, 64% e 34%, respectivamente e na
Russia, 81% das amostras positivas para o gene ail também foram positivas
para o gene virF (MARTINEZ et al., 2009).

Estudos de genética molecular demonstraram a importancia do
plasmidio pYV, essencial a viruléncia das cepas, sendo, portanto, avirulentas
as cepas que ndo tem esse plasmidio. Com cerca de 70 kilobases, o pYV
codifica varias proteinas, como a invasina YadA e outras denominadas Yosps
(Yersinia outer proteins) que conferem a bactéria capacidade de resistir a
resposta imune primaria do hospedeiro (LEAL et al., 1997).

Segundo MILLER & FALKOW (1988) tanto a expressao do gene
cromossdmico como do gene plasmidial s&o necessarias para a
patogenicidade da bactéria. Entretanto, ha uma dificuldade em manter o
plasmidio durante a cultura em laboratério, o que pode aumentar as chances
em se obter resultado falso-negativo. E 0 que pode acorrer com os testes
padronizados de deteccdo de Y. enterocolitica patogénica direcionados para
sequéncias localizadas no gene pYV . Como citado anteriormente, por ser um
plasmidio, o pYV ndo é um marcador ideal para a deteccdo de cepas
patogénicas de Y. enterocolitica (AARTS et al., 2001).

O virF, outro gene de patogenicidade, tem um papel importante como
regulador de transcricdo de outros genes plasmidiais, assim como o papel de
genes de patogenicidade cromossomais que mediam a invasdo celular e
codifica a producéo de uma toxina termoestavel (FALCAO & FALCAO, 2006).

Em estudo realizado por Carniel et al. (1989) citado por LEAL et al.
(1997) foi observado que cepas patogénicas de Yersinia sp., ha auséncia de
ferro, sintetizavam proteinas de alto peso molecular, como a HMWP2,
codificada pelo gene cromossOmico irp2, presente apenas nas cepas
patogénicas. Dessa forma, este gene € considerado um marcador de alta

patogenicidade.

3.1.4 Surtos
Devido a mudancas na maneira em que os alimentos sao produzidos e

distribuidos, um novo tipo de surto tem se evidenciado. O tradicional cenério de
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ocorréncia de doenca de origem alimentar geralmente ocorre ap0s um evento
social, como casamento, reunides familiares, entre outros, envolvendo um surto
agudo e local, com altas doses do in6culo. Apesar de ainda ocorrer este tipo,
surtos difusos e espalhados envolvendo varios paises, estados e nacdes séo
identificados mais frequentemente e envolvem um cenario completamente
diferente, resultado de uma contaminacdo em baixo nivel de um alimento
comercial amplamente distribuido (TAUXE, 1997).

Geralmente, a yersiniose estd associada com gastroenterite, embora
possa ocorrer manifestagbes clinicas mais severas, principalmente em
criangas, como peritonite, ileite e pseudoapendicite (WANNET et al., 2001).

Segundo McNALLY et al. (2004) e HOWARD et al. (2006) véarias
doencas podem ser causadas pela Y. enterocolitica em humanos, desde uma
diarréia moderada até severas complicacdes, como a linfadenite mesentérica.
Devido ao tropismo por tecidos linféides e disseminagdo da bactéria via
corrente circulatéria pode ocorrer infeccdo generalizada, meningite, endocardite
e aneurisma (WANNET et al., 2001). Apesar de raro, pode levar a o6bito
pacientes imunossuprimidos (McNALLY et al., 2004).

Segundo BOTTONE (1999) é comum ocorrer artropatias em pacientes
como sequela da infeccdo. Assim como FALCAO & FALCAO (2006), que
também citam a artrite, eritema nodoso e glomerulonefrite como sequelas
imunoldgicas da infecgéo por Y. enterocolitica. PARDO et al. (2007) relatam um
caso de linfadenite mesentérica em uma criangca de 3 anos ocasionado por Y.
enterocolitica, no Uruguai.

Segundo GRAHEK-OGDEN et al. (2007), na Noruega, a yersiniose € a
terceira causa mais comum de enterite aguda, depois da campilobacteriose e
da salmonelose. Por outro lado, nos Estados Unidos, segundo dados da CDC
(Centers for Disease Control and Prevention), dos 7.390 surtos de doencas de
origem alimentar notificados entre os anos de 1990 e 1999, 5 (<0,1%) foram
causados pela Yersinia sp. De acordo com RAJIC (2000), no Canada sao
notificados de 600 a 700 casos de yersiniose todos 0s anos.

Na Inglaterra, em levantamento realizado por MCNALLY et al. (2004),
aproximadamente 300 casos de yersiniose sao reportados todos os anos pelo
Communicable Disease Surveillance Center. Por outro lado, na Europa, a

incidéncia de yersiniose € relativamente maior, podendo ser equiparada a
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incidéncia de salmonelose em alguns paises, como a Holanda, Bélgica e
Alemanha.

De acordo com JONES et al. (2004) os surtos de doengas envolvendo
Yersinia sp. séo atribuidos, principalmente, a agua contaminada, leite, broto de
feijdo e a outros alimentos contaminados por material fecal de suinos .

Em fevereiro de 2006, na Noruega, 11 pessoas foram infectadas por
Yersinia enterocolitica O:9, sendo que todos adquiriram a infeccdo de forma
domeéstica, pelo consumo do mesmo alimento, um tipo de prato preparado com
a carne de cabeca do suino (GRAHEK-OGDEN et al., 2007).

No Estado do Tenesse, Estados Unidos, foram identificadas 12 criancas
menores de um ano infectadas por Yersinia sp., de novembro de 2002 a janeiro
de 2003, pelo consumo de um prato tipico natalino preparado com os intestinos
de suinos. Dos pacientes infectados, foi isolada somente a cepa O:3 (JONES
et al., 2004).

Também nos Estados Unidos, ACKERS et al. (2000) descreveram um
surto de yersiniose envolvendo dez pacientes com idade média de 9 anos. O
consumo de leite pasteurizado foi associado com a doenca, apesar de
nenhuma deficiéncia no procedimento ou no equipamento de pasteurizagao ter
sido detectado. Neste caso, acredita-se que a contaminacao ocorreu durante o
enxague das garrafas, antes do leite pasteurizado ser engarrafado, por agua
contaminada com fezes de suinos, da qual isolou-se a bactéria, Y.

enterocolitica.

3.2 Salmonella spp.
3.2.1 Historico e caracterizacdo

Em 1885, o cientista veterinario Daniel E. Salmon descobriu a primeira
cepa de Salmonella spp. Desde entéo, esta bactéria tem sido isolada do trato
intestinal de vertebrados, inclusive suinos e humanos (MORROW & FUNK,
2001).

De acordo com o International Comission on Microbiological
Specifications for Foods (ICMSF, 2000), a Salmonella € um género da familia
Enterobacteriaceae, sendo caracterizadas como bactérias Gram-negativas,
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anaerodbias facultativas, na forma de bastonetes. As formas moveis possuem
flagelos peritriquios.

O pH 6timo para multiplicacdo de Salmonella spp.varia entre 6,5 e 7,5,
sendo que valores superiores a 9,5 e inferiores a 4,5 sédo bactericidas.
Geralmente é inibida na presenca de 3 a 4% de sal, sendo que a sua tolerancia
aumenta proporcionalmente a elevacao de temperatura. A temperatura minima
em que ainda consegue se multiplicar, ainda que lentamente, é de apenas 5°C,
podendo chegar a temperatura maxima de 45°C (D"AOUST et al., 2001).

A dose infectante de Salmonella spp. é de aproximadamente 10° (UFC/g
ou mL) podendo variar de acordo com a viruléncia do sorotipo, a sensibilidade
do individuo e o alimento veiculado (ADAMS & MOSS, 1995). De acordo com
FORSYTHE (2002) a dose infectante pode variar de 20 até 10° células.

O Centro de Colaboracdo para Referéncia e Pesquisa sobre Salmonella
spp. da Organizacdo Mundial da Saude (Instituto Pasteur, Paris) relata que o
género apresenta duas espécies, S. enterica e S. bongori, que incluem
atualmente 2.519 e 22 sorotipos, respectivamente (WHO, 2009a).

Devido a dificuldade de se classificar Salmonella spp. somente pelos
antigenos de superficie que apresentam, outras formas de classificacdo tem
sido propostas e empregadas. As mais importantes sdo a biotipagem, baseada
em reacdes bioquimicas, a fagotipagem, baseada na sensibilidade a
bacteri6fagos especificos, e o perfil plasmidial, no qual o microrganismo é
classificado de acordo com os plasmidios (segmentos de acido
desoxirribonucléico extracromoss6mico) que apresentam (FRANCO &
LANDGRAF, 1996).

A causa mais comum de salmonelose ocorre pela ingestao de alimento
contaminado pelo agente, preparado e armazenado de maneira inadequada,
contribuindo para a multiplicacéo de Salmonella spp. e para o aumento da dose
ingerida (MORROW & FUNK, 2001).

Os sintomas da infec¢éo por salmonelas geralmente aparecem entre 12
a 72 horas apos a infeccédo e incluem febre, dor abdominal, diarréia, nausea e,
algumas vezes, vomito, podendo perdurar por até 7 dias . Em alguns casos, ha
necessidade de antibioticoterapia em funcdo da severidade dos sintomas

(WHO, 2009a). A severidade da doenca em humanos depende da cepa, da
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dose infectante e, principalmente, do nivel de imunidade (MORROW & FUNK,
2001).

Embora seja raro, pode ocorrer artrite séptica devido a infeccdo por
Salmonella spp. Em um hospital dos Estados Unidos, KOBAYASHI et al. (2009)
descreveram um caso de deteccdo bilateral de Salmonella enterica sorotipo
Enteritidis no liquido sinovial do joelho de uma paciente com artrite séptica, que
usualmente € causada por espécies de Staphylococcus.

Na criacdo de suinos, onde atinge principalmente animais jovens,
Salmonella spp. pode sobreviver no ambiente por varias semanas e, mesmo
em pequena quantidade, representa um risco de infeccdo para suinos, tanto no
sistema de produgéo organico, como convencional (JENSEN et al., 2006). Uma
grande variedade de sorotipos de Salmonella pode infectar os suinos, mas a
doenca clinica é frequentemente causada pelos sorotipos Choleraesuis e
Typhimurium (OLIVEIRA & CARVALHO, 2003).

A infecg@o subclinica € comum em suinos e carreadores assintomaticos
constituem um importante fator de risco de contaminacéo da cadeia produtiva e
contribuem para a manutencdo do agente nos rebanhos (BERENDS et al.,
1997; SCHWARTZ, 1999). O patdgeno é excretado de forma intermitente,
especialmente quando estes animais sdo submetidos a situacfes de estresse
(OLIVEIRA & CARVALHO, 2003).

3.2.2 Importancia e ocorréncia

O género bacteriano Salmonella é o maior causador de doengas de
origem alimentar em todo o mundo. A transmissdo para humanos se da pelo
consumo de alimentos de origem animal, principalmente carnes, ovos e leite
(WHO, 2009a).

De acordo com o Centers for Disease Control (CDC) as salmonelas sao
0S agentes mais comuns de infecgéo bacteriana nos Estados Unidos. Em 2004,
dos casos de doencas de origem alimentar registrados, 42% foram causados
por Salmonella spp., 37% por Campylobacter sp., 15% por Shigella sp., 2,6%
por E. coli O157:H7 e 3,4% por outras, como Yersinia sp., Listeria sp. e Vibrio
sp. (USDA, 2009).

Na Europa, infeccbes em humanos por Salmonella enterica sé&o

frequentemente associada ao consumo de carne suina (FOSSE et al., 2008).
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Nos Estados Unidos, aproximadamente 80.000 casos de salmonelose
sdo registrados e cerca de 580 pessoas vém a 6bito. Entretanto, devido ao fato
de alguns casos ndo serem severos e, desta forma, ndo serem diagnosticados
e nem relatados, estima-se que o numero de infec¢cdes por salmonelas possa
ser até vinte vezes maior (MEAD et al., 1999).

Segundo dados do Economic Research Service (ERS), do
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, ha uma estimativa de que o
custo anual gasto com salmonelose de origem alimentar em humanos seja de
US$2,3 bilhdes, e que, destes surtos, de 6 a 9% estejam associados ao
consumo de carne suina e seus derivados (FRENZEN et al., 1999).

A carne suina, dentre outros alimentos, tem se destacado como
importante veiculo de transmissdo de Salmonella spp. e tal fato tem
preocupado a todos que se dedicam a producdo suina (OLIVEIRA e
CARVALHO, 2003).

Segundo estudos realizados por RODRIGUEZ et al. (2006), avaliando a
distribuicdo da Salmonella spp. em propriedades destinadas a producéo de
gado de corte, gado leiteiro, frango de corte e suinos, o patégeno foi isolado
numa frequéncia trés vezes maior em granjas de suinos do que na producao
de frango de corte e fazenda de gado leiteiro. Além disso, a variedade de
sorotipos de Salmonella spp. isolados das amostras coletadas nas fazendas de
suinos foi maior quando comparada com as demais producdes. Isto sugere que
as granjas de suinos podem ser os maiores reservatorios de Salmonella spp.
guando comparadas aos demais tipos de producdo e que a carne suina pode
ser uma fonte importante de salmonelose.

Apesar dos esforcos para controlar patégenos em abatedouros e em
industrias que processam a carne de suinos, numero significativo de carcacas
e produtos feitos com carne suina ainda sdo contaminadas por microrganismos
patogénicos. De acordo com FRENZEN et al. (1999) 9% de todas carcacas
suinas produzidas nos Estados Unidos estdo contaminadas por Salmonella
spp.

As etapas de abate representam potencial risco de disseminagao do
agente para o0 ambiente do abatedouro e varias oportunidades de

contaminacao cruzada para as carcacgas.
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ApoOs a sangria do animal, a etapa seguinte de escaldagem, realizada
com agua a uma temperatura de aproximadamente 62°C, pode resultar em
diminuicdo do numero de bactérias presente na pele do animal, uma vez que
geralmente a pele ndo é retirada da carcaca. Todavia, se esta temperatura
permanecer abaixo do recomendado ou se a quantidade de matéria organica
for suficientemente alta para proteger a bactéria contra o aquecimento, o0 risco
de sobrevivéncia do patdgeno aumenta, transformando a escaldagem num
ponto critico devido a possibilidade de contaminacdo cruzada (SIMONSEN et
al., 1987).

Na depilacdo, fase onde as cerdas sdo retiradas através de dedos
rotatérios, pode ocorrer compressao do anus pela agcdo mecanica dos dedos
com consequente liberacdo das fezes, contaminando o equipamento (BORCH
et al., 1996). O chamuscamento reduz a contaminacdo da superficie da
carcaca, no entanto nas partes mais profundas da pele, como na base do
orificio auricular ou nos foliculos pilosos, o microrganismo pode sobreviver
(MORGAN et al., 1987).

Embora a depilacdo e a escaldagem sejam consideradas etapas
importantes pela possibilidade de disseminacdo de conteudo fecal sobre a
superficie da carcacga, a evisceracdo € considerada a principal etapa para a
contaminacao da mesma, pelo fato de possibilitar a ruptura do trato intestinal e
extravasamento de contetdo fecal. Portanto, a remoc¢do cuidadosa do trato
gastrintestinal no momento da evisceracdo é fator crucial para evitar a
disseminacao do agente (BORCH et al., 1996; DICKSON et al., 2008).

De acordo com BERENDS et al. (1997) um processo de evisceragao
realizado de forma inadequada pode ser responsavel por até 90% do total de
carcacgas contaminadas por enterobactérias durante o abate.

A ocluséo do reto, a fim de evitar o extravasamento de contetdo fecal,
comprovadamente pode prevenir, em média, 75% das contaminagbes da
carcaca por Salmonella spp. (BERENDS et al., 1997).

O reto pode ser deslocado manualmente ou mecanicamente. A técnica
usada determinara a extensao da contaminacéo da carcaca com material fecal.
A utilizacdo de sacos plasticos envolvendo o reto previne a disseminacao de

algumas bactérias patogénicas presentes nas fezes para as carcacgas e,
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consequentemente para os cortes, sendo extremamente importante para a
producdo higiénica da carne suina (BORCH et al., 1996).

Devido a necessidade de seu isolamento microbiol6gico, ndo é possivel
detectar carcacas contaminadas por salmonelas pela inspeg¢do veterinaria no
abatedouro. Entretanto, carcacas visivelmente sujas por conteudo intestinal
podem estar contaminadas por Salmonella spp. (SWANENBURG et al.,
2001b).

Varios estudos ja demonstraram que um numero substancial de suinos
sédo portadores de Salmonella spp. assim que chegam ao abatedouro. E que,
também, o trato intestinal e linfonodos associados estdo frequentemente
contaminados, representando uma fonte da bactéria, que pode se espalhar
pelo abatedouro, contaminando as carcagas, 0 ambiente, equipamentos e
utensilios (DICKSON et al., 2008).

Segundo CASTAGNA et al. (2004) a presenca de suinos portadores de
Salmonella spp. podem ser responsaveis pela contaminacdo de carcacas
durante o processamento. Ressaltam ainda que, em diversos estudos,
Salmonella spp. foi isolada a partir de tonsilas e linfonodos submandibulares,
produtos que nao chegam até o consumidor, mas permanecem ha carcaca
apos o0 abate e, juntamente com musculos da regido da cabeca, sédo
empregados na fabricagcdo de embutidos e carne mecanicamente separada.
Caso estejam contaminados, esses ingredientes podem ser diretamente
responsaveis pela presenca de salmonelas nesses produtos finais.

As fezes sdo particularmente importantes em relacdo a contaminacao
das carcacas. Dentro de um grupo de suinos abatidos existe uma correlacao
entre a proporgdo de animais portadores de salmonelas nas suas fezes e a
guantidade de carcacas contaminadas no final da linha de abate (BERENDS et
al.,1997).

BAPTISTA & NIELSEN (2010) também atribuem a porcentagem de
carcacas contaminadas por Salmonella spp. ao numero de suinos portadores
gue entram no abatedouro. A partir da coleta de 20.196 amostras de soro e de
carcacas dos mesmos animais, concluiram que a presenca de ao menos um
animal soropositivo para Salmonella spp. em um mesmo lote contribui de modo
significativo para a contaminacdo de outras carcacas pela bactéria, pela
possibilidade de contaminacao cruzada por fezes.
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Da mesma maneira, segundo BOTTELDOOM et al. (2004) a
contaminacdo de carcacas de suinos por Salmonella spp. pode resultar da
presenca da bactéria no intestino do préprio animal, como também do contato
com outras carcacas ou superficies contaminadas no abatedouro.

Ao contrario dos procedimentos relacionados ao abate, ja se sabe que
as goticulas provenientes da condensacdo do teto na sala de desossa, 0
fornecimento de ar e pessoas que carreiam salmonelas ndo constituem
importantes fontes de contaminacéo de Salmonella spp. em cortes carneos de
suinos. O resfriamento permanente do ar e a correta limpeza e sanitizagao das
salas de desossa previne e/ou elimina a possibilidade de contaminacéo
(BERENDS et al., 1997).

Entretanto, ao entrar uma carcaca contaminada por Salmonella spp. na
sala de desossa, 0 numero de superficies contaminadas aumenta rapidamente,
principalmente daquelas areas que entram em contato com as carcacas. Uma
vez contaminada, as superficies podem transferir salmonelas para dezenas a
centenas de cortes carneos primarios por contaminacdo cruzada antes de
serem limpas e sanitizadas novamente (BERENDS et al., 1997). De acordo
com os autores, 70% das carcacas contaminadas sdo dos préprios animais
portadores, e as demais 30% s&o de contaminagao cruzada.

A carga microbioldgica do produto final, principalmente de cortes de
carne fresca, pode estar diretamente relacionada com a carga microbiana da
matéria-prima, ou seja, das carcacas. Segundo BERAN (1996) a prevaléncia
de cortes de carne suina contaminados por salmonelas apds a desossa é
determinada pelo numero de carcacas contaminadas por Salmonella spp. que
entram na linha de desossa.

Em quatro abatedouros comerciais de suinos na Irlanda,
PRENDERGAST et al. (2008) isolaram Salmonella spp. de 24 das 720
amostras (3,3%) de carne e de 7 das 56 amostras (12,5%) de suabe de
superficie de contato da carne na sala de desossa. Embora a prevaléncia seja
baixa, somente o fato de se ter isolado a bactéria demonstra o potencial de
contaminacgao cruzada entre equipamentos e a carne.

LIMA et al. (2004) utilizaram 120 esfregacos de superficie de carcacas
suinas apds o escaldamento/depilacdo, antes da evisceracdo, apos
evisceracdo e serragem da carcaca e apos 24 horas de refrigeracdo para a
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pesquisa de Salmonella spp., a qual foi encontrada com uma frequéncia media
de isolamento em 11,7% das carcacas.

Em estudo realizado por BESSA et al. (2001), no sul do Brasil, a
prevaléncia de suinos portadores de Salmonella spp. em linfonodos
mesentéricos e conteudo intestinal, durante o abate, foi de 55,6%.

Com uma prevaléncia menor que no sul, no estado do Mato Grosso,
SILVA et al. (2009) observaram que 16,6% das amostras de linfonodos
mesenteéricos e tonsilas de suinos foram positivas para Salmonella spp., sendo
identificados 14 sorovares, entre os quais, S. Derby (16%), S. Typhimurium
(14%), S. London (12%) e S. Give (12%) foram os mais frequentes.

Na Italia, BONARDI et al. (2003) pesquisando Salmonella spp. e Y.
enterocolitica em abatedouros de suinos encontraram uma prevaléncia de
36,7% em conteudo intestinal, 5,3% em tonsilas e de 6,0% em carcacas.

SWANENBURG et al. (2001a) isolaram Salmonella spp. em 47% de
1114 amostras de suinos durante o abate. A maior prevaléncia foi observada
no conteudo retal (25,6%) enquanto a menor foi observada nas carcacas
(1,4%). Nas amostras de tonsilas a prevaléncia foi de 19,6%, enquanto que no
figado, lingua e linfonodos mesentéricos a prevaléncia foi de 9,3%. No mesmo
estudo, as maiores prevaléncias de Salmonella spp. no ambiente do
abatedouro foram na agua de lavagem da sala de abate (61%) e na serra de
carcacas (33%).

MEYER (2010), pesquisado amostras de cortes carneos de suinos,
carcacas, rins, figado, coracdo e lingua, obteve maior prevaléncia de
Salmonella spp. em amostras de lingua de suinos, em uma porcentagem de
5,0%.

CHEN et al. (2006) isolaram a partir de carcacas de suinos 20 sorotipos
de Salmonella spp. na Tailandia. Entre os mais frequentes, os sorotipos S.
Derby, S. Anatum, S. Typhimurium e S. Schwarzengrund corresponderam a
76% do total de isolados.

Na Bélgica, KORSAK et al. (2003) pesquisaram Salmonella spp. a partir
de 152 amostras de carcagas por suabe e observaram uma prevaléncia de
11,2%, com uma frequéncia maior de S. Typhimurium e a partir de 171
amostras de conteddo intestinal a prevaléncia foi de 32,2%, com uma maior

frequéncia de S. Brandenburg.
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No Canada, em amostras de conteudo cecal de suinos, MAINAR-JAIME
et al. (2008) detectaram 12,5% de positividade para Salmonella spp. e
LETELLIER et al. (2009) obtiveram 14% de carcagas contaminadas pela
mesma bactéria.

De acordo com TESSMANN et al. (2008) na regido sul do Brasil séo
comuns feiras-livres que comercializam géneros alimenticios de origem vegetal
e animal. Em levantamento realizado em cortes de carne suina a fim de
verificar a prevaléncia de Salmonella spp., 80% das amostras colhidas em
feiras estavam contaminadas.

Em uma porcentagem de isolamento semelhante, na Tailandia,
VINDIGNI et al. (2007) isolaram Salmonella spp. em 84% das amostras de
carne suina comercializada em feiras-livres, 82% das amostras de carne
bovina, 62% das amostras de carne de frango e 14% em ovos. Entre os 42
sorotipos encontrados, o de maior prevaléncia foi S. Anatum, seguido por S.
Corvallis, S. Derby e S. Rissen.

Em abatedouro do Estado de Séo Paulo, MATSUBARA (2005) obteve
5,4% de positividade em carcacas de suinos, dos seguintes sorotipos: S.
Typhimurium, S. Livingstone, S. Anatum, S. Derby, S. Infantis, entre outros.

Com objetivo de estabelecer uma relagdo entre o isolamento de
Salmonella spp. em linfonodos sub-iliacos e a prevaléncia de suinos portadores
de Salmonella spp., WANG et al. (2010) ndo obtiveram resultados de modo
significativo. A baixa taxa de incidéncia da bactéria em linfonodos sub-iliacos
(0,06%) nédo correspondeu a taxa de isolamento em fezes dos mesmos animais
(3,4%), sendo os sorotipos S. Derby, S. Anatum e S. Typhimurium os mais
predominantes.

No oeste do Parana, SPOLAORE (2007) obteve resultados positivos
para Salmonella spp. em amostras de linfonodos mesentéricos de suinos, em
uma porcentagem de 17,33%, como também em 5% das amostras de facas e
em 28,33% das bandejas de evisceracdo. Entre os sorotipos encontrados, 0s
mais predominantes foram o S. Typhimurium, S. Derby e S. Bredeney, além do
sorotipo S. Anatum, em menor frequéncia.

CHEN et al. (2006) obtiveram 150 isolados de Salmonella spp. em
carcagas de suinos durante levantamento realizado nos anos de 2000 a 2003
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em Taiwan. Os sorotipos S. Derby, S. Anatum, S. Typhimurium e S.

Schwarzengrund foram os mais frequentes.

3.2.3 Surtos

Nas ultimas décadas varios autores relataram a ocorréncia de surtos de
origem alimentar envolvendo salmonelas e carne suina em diversos paises. De
acordo com JONES et al. (2004), de 1995 a 2002, um alimento feito a partir de
carne suina, geralmente servido em restaurantes mexicanos, foi considerado
como uma das mais frequentes vias de transmissdo em surtos de doencas de
origem alimentar em Chicago, Estados Unidos. Dos 90 surtos deste tipo de
doenga, 6% foram relacionadas a este alimento, com 108 doentes e 6
hospitalizacdes. Em todos estes surtos registrados, a Salmonella spp. foi o
principal agente etiolégico.

Na ltalia, LUZZI et al. (2007) descreveram a ocorréncia de um surto de
gastroenterite por Salmonella Typhimurium envolvendo 26 casos, com idade
média de 7,5 anos e o consumo de salame tipico italiano, feito com carne
suina.

Na Dinamarca, o maior surto de salmonelose ocorreu em 2008, com
1054 casos registrados, com idade média de 15 anos e com uma porcentagem
de hospitalizagbes de 15 a 20% dos casos. Embora a investigagdo
microbioldgica dos alimentos néo tenha fornecido uma indicacdo clara da via
de transmissdo especifica, a principal hipotese é que diferentes produtos de
suinos tenham sido os veiculos do surto (ETHELBERG et al., 2008).

Na Suica, SCHIMID et al. (2008) atribuiram o aumento do numero de
casos de salmonelose a alimentos contaminados por fezes de suinos. Entre os
varios alimentos relacionados aos casos, foi identificada alta prevaléncia de S.
Typhimurium e o mesmo sorotipo foi encontrado, também em alta prevaléncia,
em amostras de conteldo intestinal de suinos.

Segundo BRUUN et al. (2009) o nivel endémico de salmonelose nos trés
paises nérdicos, Noruega, Suécia e Finlandia é baixo, sendo que a maioria das
infeccdes sao adquiridas durante viagens internacionais e, entre 0S casos
domésticos, o sorovar S. Typhimurium € o mais comum. Nos meses de

novembro a dezembro de 2008, foram registrados 37 casos de salmonelose na
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Dinamarca, 10 casos na Noruega e 4 casos na Suécia. Ap0Os a investigacao
nesses paises, o rastreamento indicou que o responsavel pelos surtos foram
produtos de suinos provenientes da Noruega.

Como forma de reduzir a prevaléncia de salmonelose de origem
alimentar de modo efetivo, ALBAN & STARK (2005) sugerem implementacao
de melhorias em toda cadeia produtiva de suinos, desde a fazenda onde séo

criados até a mesa do consumidor.

3.3 Suscetibilidade de Yersinia enterocolitica e Salmonella spp. a
antimicrobianos

Um problema cada vez mais evidente de saude publica € a emergéncia
de microrganismos resistentes a multiplos antimicrobianos (KHAN et al., 2007).

A determinacgéo do perfil de sensibilidade e resisténcia a antimicrobianos
entre os isolados de alimentos em determinada regido € importante nédo
somente para determinar um marcador epidemiolégico, mas também para
orientar procedimentos terapéuticos em medicina humana e veterinaria (BAU et
al., 2001).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, o uso indiscriminado
de antibidéticos na medicina humana, veterindria e na agricultura tem
contribuido para o aumento de resisténcia entre os microrganismos (WHO,
2009b).

Segundo WEGENER (2003) o uso rotineiro de antimicrobianos na
producéo tem sido implicado como importante fator de presséao seletiva para
emergéncia e disseminacédo de cepas resistentes. Ainda deve-se considerar a
probabilidade de ocorréncia de resisténcia cruzada a antimicrobianos de
mesma classe. Em sistemas de producéo intensiva de suinos, antimicrobianos
sdo rotineiramente usados como medida profilatica para prevenir a
disseminacdo de agentes infecciosos bem como promotores de crescimento
nos rebanhos (GEBREYES et al., 2006).

No Brasil, pela possibilidade da ocorréncia de resisténcia, alguns
antimicrobianos tiveram seu uso proibido como promotores de crescimento,
como o cloranfenicol e a tetraciclina, proibidos desde 1998 (BRASIL,1998;
BRASIL, 2003).
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Nos ultimos anos, a resisténcia a antimicrobianos tem aumentado
significativamente, sendo cada vez mais frequente sua ocorréncia entre os
patdbgenos de origem alimentar. Campylobacter e Salmonella s&o dois
exemplos de microrganismos que vém se apresentando cada vez mais
resistentes, particularmente a quinolonas e cefalosporinas de terceira geragéo
(ANGULO et al., 2004).

Algumas cepas de salmonelas sao classificadas como resistentes a
multidrogas, como a Salmonela enteritica sorovar Typhimurium que se tornou
um problema global durante a década de 90. A maioria dos isolados
pertencentes a este sorovar exibia padrfes Unicos de resisténcia, sendo
extremamente resistente a ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina,
sulfonamidas e tetraciclinas, com genes de resisténcia cromossomicos (WITTE,
2004).

SIMONOVA et al. (2008) testaram a sensibilidade de Y. enterocolitica
isolada de tonsilas, conteudo retal, lingua e superficie da pele de suinos frente
a seis principios ativos: tetraciclina, acido nalidixico, cloranfenicol, eritromicina,
ciptofloxacina e gentamicina. Os isolados se mostraram mais sensiveis ao
acido nalidixico, gentamicina, cloranfenicol e ciprofloxacina e apresentaram
maior resisténcia a eritromicina e tetraciclina. KWAGA & IVERSEN (1992)
obtiveram 100% de isolados Y. enterocolitica sensiveis a ciprofloxacina.

A partir de 386 isolados de Y. enterocolitica de pacientes humanos,
carne e fezes de suinos, BAUMGARTNER et al. (2007) testaram a
suscetibilidade a 16 antimicrobianos. Todos foram sensiveis a ceftriaxona,
cefuroxima, ciprofloxacina, gentamicina, kanamicina, neomicina e polimixina e
resistentes a ampicillina, cefalotina e a associacdo de amoxicillina+acido
clavulanico.

CASTAGNA et al. (2001) avaliaram a resisténcia frente a diversos
antimicrobianos de salmonelas isoladas de 99 amostras de linfonodos
mesentéricos e conteddo intestinal de suinos abatidos. Como resultado, foi
observada resisténcia para sulfonamida (83,9%), tetraciclina (37,4%),
cotrimoxazol (25,2%), ampicilina (20,2%), cloranfenicol (16,1%), estreptomicina
(14,1%), acido nalidixico (10,1%), tobramicina (6,1%), neomicina (4,0%),
amicacina (3,0%), cefaclor (3,0%), gentamicina (2,0%), ciprofloxacina (1,0%).
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Todas as amostras mostraram sensibilidade a amoxacilina/acido clavuléanico e
24 amostras foram resistentes a quatro ou mais antimicrobianos.

Em avaliac@o da suscetibilidade frente a 14 antibidticos por S. Infantis e
S. Typhimurium isoladas de cortes de carne suina comercializados em feiras-
livres no Rio Grande do Sul, TESSMAN et al. (2008), observaram que 39,1%
dos isolados apresentaram-se multirresistentes a trés ou mais antibidticos.

MURMANN et al. (2009), avaliando a sensibilidade a antimicrobianos de
salmonelas isoladas de linguica frescal suina comercializada também no Rio
Grande do Sul, verificaram resisténcia de 85,9% dos isolados a mais de um
antibidtico.

Na Tailandia, CHEN et al. (2006) obtiveram 100% de sensibilidade de
isolados de Salmonella spp. a ceftriaxona e mais de 60% dos isolados
resistentes a ampicillina, cloranfenicol, tetraciclina, &cido nalidixico e
sulfametoxazol.

CHEN et al. (2004) obtiveram 17 e 23% de resisténcia a ciprofloxacina e
enrofloxacina, os quais foram eficazes contra Salmonella Derby e Salmonella
Anatum. Ja os outros antimicrobianos testados, cefalotina, gentamicina e
trimetoprim apresentaram menor eficacia contra Salmonella Anatum, assim
como MATSUBARA (2005) que também observou resisténcia de S. Anatum a
cefalotina.

Avaliando o perfil de resisténcia de cepas de Salmonella isoladas de
diversas fases da cadeia produtiva de suinos, BERSOT (2005) detectou 93,7%
das cepas resistentes a pelo menos um antimicrobiano e 62,9% resistentes a
mais de uma substancia testada.

GEBREYES et al. (2006) encontraram maior percentual de resisténcia a
tetraciclina (80%) seguida pela estreptomicina (43,4%) para as cepas testadas.
Ja4 FARRINGTON et al. (2001), avaliando o perfil de resisténcia de cepas de
Salmonella em suinos em idade de abate, constataram que 100% das cepas
foram resistentes a um ou mais antibiéticos, sendo que 48,8% delas foram

consideradas multirresistentes.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Caracterizacéo da industria e das amostras estudadas

A industria onde o trabalho foi desenvolvido situa-se no interior do Estado
de Séo Paulo, sendo caracterizada, por suas dependéncias e instalacdes, como
um matadouro-frigorifico, segundo estabelece o paragrafo | do artigo 9, da lei
7.705 de 1992 da Secretaria da Agricultura do Estado de S&o Paulo. Desta forma,
ela é submetida a um controle higiénico-sanitario, através do Servi¢co de Inspecao
Estadual (SISP), possuindo instalacdes para o abate de, aproximadamente, 100
animais ao dia e refrigeracéo das carcacas.

Durante a rotina de abate, ilustrada pelo fluxograma do Quadro 1, foram
colhidas amostras de:

e Lingua - Para a colheita dessas amostras retirou-se, assepticamente, um
fragmento de cada lingua, com o auxilio de tesoura previamente
desinfetada com alcool 70%, o qual foi acondicionado em saco plastico
esterilizado e identificado com etiqueta externa.

e Tonsilas e linfonodos submandibulares — As tonsilas e os linfonodos
submandibulares foram retirados integros, sem qualquer incisdo, 0s quais
também foram acondicionados em sacos plasticos individuais e
identificados com etiqueta.

e Linfonodos mesentéricos — Foram retirados integros e, apds serem
separados do mesentério com auxilio de tesoura, foram acondicionados
em sacos plasticos esterilizados.

e Reto — Com o auxilio de um suabe esterilizado, coletou-se a amostra na
mesa utilizada para a inspecao do conjunto gastrintestinal e acondicionou-
se em tubo de ensaio esterilizado contendo agua peptonada 0,1%.

e Carcagas — Para a colheita das amostras de carcaga, foram utilizados
guatro suabes, um suabe para cada um dos quatro pontos estabelecidos
(NESBAKKEN et al., 2003) sendo eles: pernil, lombo, peito e papada,
conforme ilustrado na Figura 1. Em cada um dos pontos utilizou-se um
molde de 100 cm? (10 x 10 cm) de area, previamente esterilizado, para
demarcar a area a ser amostrada. Cada um dos quatro suabes foi
esfregado por, aproximadamente, 20 segundos no ponto estabelecido e

entdo acondicionados em um mesmo tubo de ensaio esterilizado contendo
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agua peptonada 0,1%. Cada amostra de suabe de carcaca correspondeu
a uma area de 400cm?,

e Facas — As facas utilizadas na inciséo de linfonodos foram amostradas por
meio de suabe durante as operacOes da inspecdo higiénico-sanitaria.
Cada amostra de suabe foi acondicionada em tubo de ensaio esterilizado
contendo agua peptonada 0,1%.

Quadro 1. Fluxograma de abate de suinos no matadouro-frigorifico onde as amostras

foram coletadas

Recepcédo
4
Inspecéo Ante-Mortem
g
Descanso, Jejum e Dieta Hidrica
g
Banho de Aspersao
g
Insensibilizacéo
4
Sangria
4
Escaldagem
g
Depilacéo
4
Chamuscamento
g
Evisceracao
@*
Serragem em Meias-Carcacas
0
Toalete e Inspecao Final
g

Lavagem
@**
Refrigeracao

* Coleta de amostras de lingua, tonsilas, linfonodos mesentéricos e reto

** Coleta de amostras de linfonodos submandibulares, carcacas e facas
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As amostras foram colhidas de modo totalmente individual, tomando o
cuidado para que n&o houvesse contato entre elas, mesmo sendo proveniente de
um mesmo animal. A amostragem foi realizada em 25 animais, em 6 dias de
abate diferentes, em um intervalo de tempo de 8 meses. Foram colhidas um total
de 175 amostras correspondente aos 7 pontos de colheita: lingua, tonsilas,
linfonodos submandibulares, linfonodos mesentéricos, reto, carcaca e faca.

Apé6s a colheita de cada amostra, as mesmas foram imediatamente
colocadas em caixa isotérmica contendo gelo reciclavel, e em seguida
transportadas para o Laboratério de Microbiologia de Alimentos e Agua, do
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducdo Animal, da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, “Campus” de Jaboticabal,

UNESP, onde as analises foram processadas em, no maximo, 2 horas.

Figura 1. Pontos em que foram coletadas as amostras de carcacas de suinos por suabe
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4.2 Pesquisa de Yersinia enterocolitica pelo método ISO 10273 (ISO, 2003)

Para a pesquisa de Y. enterocolitica foi utilizada a metodologia
preconizada pela International Organization for Standardization (2003), por
meio do método ISO 10273 (Quadro 2).

Quadro 2. Diagrama da técnica microbiolégica convencional para a pesquisa de

Yersinia enterocolitica pelo método 1ISO 10273.

AMOSTRA

R

CALDO PSB CALDO ITC
22 a 25°C por 5 dias 25°C por 48h

Tratamento alcalino
4,5 mL KOH 0,5% por 20
segundos

|

Agar isolamento

Agar CIN Agar CIN Yersin'ia com
30°C por 24h a 30°C por 24h a desoxicolato
48h 48h 30°C por 24h a 48h

S -

5 colbnias caracteristicas de cada
placa

v

Agar nutriente
30°C por 24h

v

Testes presuntivos
(urease-indol, oxidase e kligler)

v

Testes de confirmagédo bioquimica e biotipagem
(lisina, ornitina, sacarose, rhamnose, trealose, xilose, citrato e lipase

v

Testes presuntivos de patogenicidade
Esculina, pirazinamidase, dependéncia do célcio a 37°C

v

Interpretacé@o
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4.2.1 Enriquecimento seletivo

Para o enriqguecimento seletivo foram utilizados dois meios de cultura:

- Caldo peptona-sorbitol-bile (PSB)
- Caldo irgasan-ticarcilina-cloreto de potassio (ITC)

Na fase de enriqguecimento seletivo utilizando o caldo PSB foi preparada
uma suspensao inicial de 25g de cada uma das amostras de lingua, tonsilas,
linfonodos submandibulares e mesentéricos, em 225 mL de caldo, em frascos
esterilizados. Dessa forma, cada suspensdo correspondeu a uma diluicdo de
1/10. Os suabes de reto, de carcacas e de facas foram colocados em frascos
contendo 200 mL do caldo. Apds homogeneizacdo dos conjuntos realizou-se a
incubacdo em temperatura entre 22 e 25°C, por cinco dias.

Com a utilizacdo do caldo ITC, foram preparadas suspensodes utilizando-
se bg de cada amostra e 495 mL do caldo, correspondendo a uma suspensao
1/100, conforme recomenda a técnica ISO 10273. Os suabes foram colocados
em frascos contendo 400 mL do caldo. Apés homogeneizacdo 0s conjuntos
foram incubados a 25°C por 48 horas.

4.2.2 Plagueamento e identificagdo

As culturas em caldo PSB foram inicialmente inoculadas, através de alca
de niquel-cromo, na superficie de placas contendo agar cefsulodin-irgasan-
novobiocina (CIN). Em seguida as placas foram incubadas a 30°C por 24 a 48
horas.

As culturas em PSB foram ainda testadas quanto a resisténcia ao
hidroxido de potassio a 0,5% e, para tal, 0,5 mL de cada uma delas foram
acrescentados a 4,5 mL da solucdo. Apés 20 segundos de contato, inoculou-se
cada uma das culturas em agar CIN conforme ja descrito.

As colbnias sugestivas de Yersinia sp. no agar CIN revelaram-se como
sendo pequenas (<1,0 mm), lisas, com centro vermelho e bordas translicidas.
Com raios de luz incidindo em angulo obliquo revelam-se como finamente
granulosas.

As culturas no caldo ITC foram inoculadas em placas com agar
Isolamento Yersinia acrescido de desoxicolato de sodio e cloreto de calcio e
incubadas por 24 a 48 horas a 30°C. Colbnias sugestivas apresentavam
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diametro pequeno (1,0 mm) e coloragao cinza; com luz em angulo obliquo se

apresentavam com leve granulagao.

4.2.3 Selecéo das colbnias para identificacéo

Para a confirmacgéo, foram selecionadas de cada placa de cada um dos
meios cinco col6nias consideradas caracteristicas ou suspeitas. As colonias
selecionadas foram inoculadas em tubos com &gar nutriente, de maneira a
permitir o crescimento de colonias bem isoladas.

Os tubos foram incubados a 30°C por 24 horas e examinadas para
verificacdo da pureza das culturas.

Foram utilizadas as culturas puras para a identificacdo presuntiva,

confirmacdes bioquimicas da espécie e testes de patogenicidade.

4.2.4 Identificac&o presuntiva

As culturas foram submetidas as provas da:
- oxidase: realizando-se esfregacos das culturas, atraves da utilizacéo de alca de
platina, em fitas para determinacdo de oxidase', adquiridas prontas para uso.
Foram consideradas positivas as culturas cujos esfregacos tornaram-se roseos
em alguns segundos e negativas quando ndo houve alteracdo de cor.
- urease e producdo de indol: através da inoculacdo em meio urease/indol.
Apbs incubacdo (30°C/24 horas) urease positiva era verificada pela coloragdo
résea violeta ou rosea avermelhada e a producao de indol foi verificada apés a
adicdo de reativo de Kovac's.
- fermentacao e producdo de gas a partir da glicose e utilizacdo da lactose,
pela inoculacéo das culturas em agar de Kliger com ferro.

As culturas consideradas como pertencentes a género Yersinia
apresentaram-se positivas nas provas da urease e fermentacdo da glicose e

negativas nas provas da producédo de gas a partir da glicose, fermentacao da

'Probac do Brasil - Produtos Bacterioldgicos Ltda.
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lactose, producéo de H,S e oxidase. Na prova do indol o resultado poderia ser
tanto positivo quanto negativo, sendo necessario para a diferenciacao da

espécie.

4.2.5 Confirmacdo bioquimica da espécie Yersinia enterocolitica e testes
presuntivos de patogenicidade

As culturas caracterizadas como do género Yersinia foram submetidas
as provas da descarboxilacdo da lisina e ornitina, da fermentacdo de sacarose,
rhamnose, trealose e xilose, da utilizacdo do citrato de sodio e da producédo da
Tween esterase.

Para a verificagcdo presuntiva da patogenicidade foram realizados os
testes da fermentacdo da esculina, deteccao de pyrazinamidase e dependéncia
do célcio a 37°C.

As cepas de Y. enterocolitica presuntivamente patogénicas evidenciam
as reacoes apresentadas no Quadro 3.

4.2.6 Controle positivo

O controle positivo consistiu de uma cepa de Yersinia enterocolitica
ATCC 9610 fornecida pelo Instituto Oswaldo Cruz. As células bacterianas
liofolizadas foram incubadas a 30°C por 24 horas em caldo de infusé@o cérebro
e coracao (BHI), semeadas posteriormente em agar triptona de soja (TSA) e

incubadas por mais 24 horas a 30°C.



Quadro 3. Interpretacao dos testes bioquimicos e de patogenicidade para Yersinia

enterocolitica.

TESTE REACAO
Determinacéo da espécie
Urease +
Indol -/+2
Glicose +

Formacéo de gas a partir da glicose -
Lactose -
Sulfito de hidrogénio -
Oxidase -

Lisina descarboxilase -

Ornitina descarboxilase +
Sacarose +
Trealose +-°
Rhamnose +/-°
Xilose +-°
Citrato -
Tween-esterase +/-

Determinacéo da patogenicidade

Esculina -
Pirazinamidase -

Dependéncia de calcio a 37°C* +

 Biovar 1 e alguns sorovares do biovar 2 sdo positivos no indol.
Biovares 3, 4, 5 e alguns sorovares do biovar 3 sdo negativos no
indol.

® Depende do biovar da Yersinia enterocolitica

¢ A caracteristica de patogenicidade é codificada por um plasmidio

de viruléncia

Fonte: ISO (2003)
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4.3 Pesquisa de Yersinia enterocolitica pelo método de Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR)

4.3.1 Enriquecimento Seletivo

Para a fase de enriquecimento seletivo e posterior extracdo de DNA, foi
utilizado o mesmo cultivo em caldo irgasan-ticarcilina-cloreto de potéssio (ITC)
utilizado no isolamento convencional (item 4.2.1).

As suspensdes foram preparadas utilizando-se 5g de cada amostra em
495 ml do caldo, correspondendo a uma suspensdo 1/100, conforme
recomenda a técnica ISO 10273. Os suabes foram colocados em frascos
contendo 400 mL de caldo ITC. Apés homogeneizacdo os conjuntos foram
incubados a 25°C por 48 horas.

4.3.2 Extragdo do DNA gendmico por fervura

O DNA gendmico das células bacterianas foi obtido conforme o
protocolo descrito por LETOWSKI et al. (2005).

Os precipitados bacterianos foram obtidos a partir das culturas
incubadas por 48 horas no caldo de enriquecimento seletivo ITC. Apds a
homogeneizagéo do caldo, foi transferido 1,5 mL de cada amostra para tubos
eppendorf esterilizados, os quais foram centrifugados por 10 minutos a 13000
rpm a temperatura ambiente. ApOs desprezar o liquido sobrenadante, repetiu-
se a etapa anterior e o sedimento celular foi ressuspenso em 400 pyL de agua
milli-Q autoclavada. Apdés serem homogeneizadas no vortex, as amostras
foram fervidas por 15 minutos e resfriadas em temperatura ambiente por 10
minutos. Em seguida, foram centrifugadas por 15 minutos a 13000 rpm a
temperatura ambiente.

ApoOs a centrifugacéo, transferiu-se 200 yL do sobrenadante para outro
tubo eppendorf de 0,5 mL esterilizado e armazenou-se em freezer a -20°C.

4.3.3 Amplificagéo
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Para a fase de amplificacdo de Y. enterocolitica foram utilizados dois
pares de oligonucleotideos descritos por WANNET et al. (2001) e UYEDA et al.
(2003)

- 16SrRNA | (5-AAT ACC GCATAACGT CTT CG-3’) e 16S rRNA Il (5'-
CTT CTT CTG CGA GTA ACG TC-3"), com 330 pb, indicadores da espécie;

- 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
de Y. enterocolitica.

Para cada mistura de reacdo para a PCR, foi adicionado 15,5uL de
agua, 0,5 yL de 2 mM de mistura dNTP, 1 U (0,2 uL de tampédo PCR 10 X, 1,5
hL de 50 mM de tampdao de cloreto de magnésio e 20 pmol (2,5 uL) do par de
oligonucleotideos (16SrRNA ou alil).

As reacdes de amplificagéo dos primers 16S rRNA | e Il foram realizadas
em aparelho termociclador, onde foi utilizado o seguinte programa: um passo
inicial de desnaturagdo de 2 minutos a 94°C e 30 ciclos consistindo de um ciclo
de desnaturacéo a 94°C por 30 segundos seguido do ciclo de pareamento dos
oligonucleotideos a 50°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto e,
ao final dos ciclos, um passo extra de extensdo a 72°C por 5 minutos. Ao fim
do programa foi adicionado um passo para a manutencdo da amostra a 10°C
até a retirada dos tubos do termociclador.

As reacdes de amplificacdo dos primers alil | e 1l foram realizadas em um
termociclador programado para 25 ciclos, iniciando por um ciclo de
desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, seguido de um ciclo de pareamento dos
oligonucleotideos a 50°C por 2 minutos, extensao a 72°C por 3 minutos e uma
etapa de alongamento final a 72°C por 7 minutos.

Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1% em tampéao Tris-borato e voltagem constante de 100V, seguido
de coloragcéo com brometo de etidio e visualizacado em transiluminador de UV.

4.4 Pesquisa de bactérias do género Salmonella (APHA, 2001)

4.4.1 Pré-enriquecimento
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Para o pré-enriquecimento 25 gramas das amostras de lingua, tonsilas,
linfonodos submandibulares e ileocecais foram homogeneizados com 225 mL
de agua peptonada a 0,1% e os suabes de reto, de carcacas e de facas em
200 mL do mesmo diluente. Os conjuntos permaneceram em repouso por 6
horas a temperatura ambiente e, em seguida, foram incubados a 37°C por 18

horas.

4.4.2 Enriquecimento seletivo

Nesta fase, duas aliqguotas de 2,0 mL cada da cultura de pre-
enriqguecimento foram inoculadas, respectivamente, em 20 ml de caldo selenito
cistina e em 20 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis, adicionados de 0,2 mL de
solugdo de novobiocina a 0,4%, resultando em uma concentragédo de 40
microgramas do principio ativo por mililitro do meio. Em seguida, os caldos

seletivos foram incubados a 37°C por 24 horas.

4.4.3 Plagueamento seletivo
Com auxilio de alca de niquel-cromo, cada cultura em caldo de
enriquecimento foi semeada pela técnica de esgotamento, em agar verde-

brilhante e 4gar de MacConkey, seguido de incubacao a 37°C por 24 horas.

4.4.4 |dentificagdo presuntiva

Das culturas obtidas no plagueamento seletivo foram tomadas, com
auxilio de agulha de niquel-cromo, previamente flambada, de cada uma das
placas semeadas, 3 a 5 col6nias com caracteristicas sugestivas do género
Salmonella e inoculadas em tubos contendo meio TSI e meio para realizacao

da prova da descarboxilagéo da lisina.

4.4.5 Confirmacéao sorologica

Para a confirmacéo soroldgica do género Salmonella foram realizados
testes sorologicos com soros polivalentes anti-salmonela sométicos e
flagelares. Para tal, cultivos que na identificagdo presuntiva apresentaram
reagOes condizentes com o género foram transferidos, com al¢ca de niquel

cromo, para laminas de vidro contendo gotas de solucdo fisiologica. Apés
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homogeneizacdo de cada cultura, foi acrescentada uma gota de soro anti-
salmonela polivalente somatico-O, seguido de movimentacdo da lamina e
leitura. Ocorrendo aglutinacdo na mistura, considerou-se positiva. O mesmo
procedimento foi realizado para o teste com o soro polivalente flagelar-H.
Foram considerados como do género Salmonella os cultivos que apresentaram
positividade em ambas provas, sempre acompanhadas por culturas padrdes

positivas e negativas.

4.4.6 Sorotipagem
As cepas de Salmonella spp. isoladas foram semeadas em agar gelose
e incubadas a 37°C por 24 horas. Apoés, foram embaladas e enviadas ao

Instituto Adolfo Lutz em S&o Paulo para tipagem.

4.5 Testes de sensibilidade a antimicrobianos

Os testes de sensibilidade a antimicrobianos foram realizados com os
isolados obtidos das duas bactérias pesquisadas, Yersinia enterocolitica e
Salmonella spp., conforme metodologia descrita por BAUER et al. (1966) e
NCCLS (2003).

Para a realizacdo desses testes as culturas foram repicadas em tubos
contendo 5 mL de caldo tripticase soja e incubadas a 37°C por 18 a 20 horas.
ApoOs a incubacéo, aliquotas das culturas foram gotejadas de forma asséptica em
tubos contendo 4 mL de solucao salina esterilizada, até a obtencéo de turvacao
idéntica a da solucéo padrdo de cloreto de bario, preparada pela adicao de 0,5
mL de uma solucdo 0,048 M de cloreto de bario a 99,5 mL de acido sulfurico a
1% (VIv).

A seguir, as culturas diluidas foram semeadas, com auxilio de suabes
esterilizados, em placas com agar Mueller-Hinton e, apds aproximadamente 3

minutos, tempo necessario a secagem da superficie do meio, foram colocados os
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polidiscos? contendo os antimicrobianos. Realizou-se a leitura apés 18 a 24
horas de incubacdo a 37°C, através da medida dos halos de inibicdo, com a
utilizacdo de régua milimetrada. Os diametros obtidos em milimetros foram
comparados com a tabela fornecida pelo fabricante dos discos utilizados.

Para os isolados de Yersinia enterocolitica foram utilizados polidiscos
contendo 0s  seguintes  principios  ativos: amicacina (30  pg),
amoxilina+clavulanato (20pg+10pg), ampicilina (10 pg), cefalotina (30 pg),
cefepime (30 pg), cefoxitina (30 ng), ceftazidima (30 ng), cefuroxima (30 pg),
ciprofloxacina (5 pg), gentamicina (10 pg), imipenem (10 pg), meropenem(10
ng), sulfametoxazol+trimetropim (23,75pg+1,251g) e para os isolados de
Salmonella spp. além dos antimicrobianos citados, ainda foram utilizados
polidiscos contendo cloranfenicol (30 ng), oxitetraciclina (30 pg), eritromicina

(15 pg) e tetraciclina (30 ng)

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 encontram-se 0 ndmero e a porcentagem de amostras
positivas para Y. enterocolitica em relacdo a amostragem total, assim como a
distribuicdo dos pontos amostrais em que se isolou a bactéria e a porcentagem
de amostras positivas em relagcdo a cada coleta, pela utilizacdo de técnica
microbioldgica convencional, segundo o protocolo da ISO (2003).

Em cada uma das coletas os animais utilizados para a amostragem
foram numerados de 1 a até 5, de acordo com a quantidade de amostras
coletadas no dia. Na primeira coleta foram amostrados trés animais, na
segunda a quinta coleta, foram amostrados cinco animais em cada e na sexta
coleta, dois animais.

Do total de 175 amostras coletadas durante o experimento, isolou-se Y.
enterocolitica a partir de 14 amostras (8%) provenientes de tonsilas, linguas,
linfonodos submandibulares e mesentéricos e também de facas.

Analisando por ponto amostral, entre os sete pontos coletados (tonsilas,

lingua, linfonodos submandibulares, linfonodos mesentéricos, reto, carcaga e

% Laborclin — Produtos para Laboratérios — Ltda. — Polidiscos LB-6.
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faca) o de maior frequéncia de Y. enterocolitica foi o de tonsilas, do qual

isolou-se a bactéria em cinco amostras, seguido por lingua (4), linfonodos

submandibulares e facas (2) e linfonodos mesentéricos (1).

Considerando que foram analisadas 25 amostras de cada um dos sete

pontos, Y. enterocolitica foi isolada em 20% das amostras de tonsilas, em 16%

das amostras de lingua, em 8% das amostras de linfonodos submandibulares e

de facas e em 4% das amostras de linfonodos mesentéricos.

Tabela 1. Numero e porcentagem de amostras de lingua, tonsilas, linfonodos

submandibulares, linfonodos mesentéricos e de suabes de carcaca e de
reto de suinos abatidos e de superficie de laminas de faca utilizadas na
inspecdo, positivas para Yersinia enterocolitica por meio da técnica

microbioldgica convencional de isolamento.

Coleta n'  L* T LS LM SC SR SF n+  %n+  %n+™
NUmero do animal positivo

12 21 - - - - - - - - - -
24 35 3 - - - - - - 1 7,1 2,9
3a 35 1,2 1,25 5 3 - - 2 8 57,1 22,9
4a 35 1 3,5 5 - - - - 4 28,6 11,4
58 35 - - - - - - - - - -
62 14 - - - - - - 1 1 7.1 7.1

Total 175 4 5 2 1 - - 2 14 8 -

'n — nimero de amostras

’n+ — nimero de amostras positivas

30pn+ — porcentagem de amostras positivas
*06n°+ — porcentagem de amostras positivas na coleta
*L — lingua

T —tonsilas

LS — linfonodo submandibular

LM — linfonodo mesentérico

SC — suabe de carcaca

SR — suabe de reto

SF — suabe de faca

Em relacdo ao numero de amostras positivas (14), as tonsilas

corresponderam a 35,7% (5/14) deste total, as linguas 28,6% (4/14), as
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amostras de linfonodos submandibulares e de facas 14,3% (2/14) e as
amostras de linfonodos mesentéricos 7,1% (1/14).

A maior frequéncia de isolamento em tonsilas jA era esperada,
considerando resultados de estudos de FREDRIKSSON-AHOMAA et al.
(2000), NESBAKKEN et al. (2003) e LAUKKANEN et al. (2009). Segundo
esses autores, a prevaléncia de Y. enterocolitica em tonsilas é 10 vezes maior
do que em conteudo gastrintestinal, indicando que sado fontes mais
significativas para a contaminacdo de carcacas e visceras do que as fezes em
abatedouros.

Da mesma maneira, JOHANNESSEN et al. (2000) afirmam que entre
150 a 180 dias de idade, as tonsilas dos suinos sdo fontes muito mais
importantes de Y. enterocolitica patogénica para humanos do que conteudo
intestinal, uma vez que a ocorréncia da bactéria nas fezes € reduzida no
momento do abate.

Em comparacdo aos resultados apresentados, BONARDI et al. (2003)
obtiveram uma menor frequéncia de isolamento de Y. enterocolitica em tonsilas
(14,7%) e também n&o a encontraram em carcacas.

Resultados semelhantes foram obtidos por BOER & NOUWS (1991),
gue nao detectaram Y. enterocolitica em amostras de carcagas e a maior
frequéncia de isolamento ocorreu em amostras de tonsilas seguida por
amostras de lingua. Em uma porcentagem superior, detectaram a bactéria em
42% das tonsilas, em 20% das amostras de lingua e em 17% das amostras de
conteddo retal.

GURTLER et al. (2005) também obtiveram uma frequéncia de
isolamento de Y. enterocolitica maior que no presente estudo, 38,4% de
tonsilas positivas, 0,3% de superficie de carcaca e frequéncia semelhante ao
presente estudo em linfonodos mesentéricos, 3,8%. Em porcentagem de
isolamento superior, FREDRIKSSON-AHOMAA et al. (2000), na Alemanha,
obtiveram 60% de positividade em tonsilas.

Embora n&o tenha sido detectada Y. enterocolitica em nenhuma das 25
amostras de carcaca por meio da técnica microbiolégica convencional, ndo se
deve descartar a possibilidade de contaminacdo cruzada durante os
procedimentos que apresentam elevado risco de disseminacdo da bactéria
para outras partes da carcaca, como a evisceracao, retirada da faringe e
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cabeca, serragem das carcacas e inspecao de lingua, linfonodos mesentéricos
e submandibulares (EUROPEAN COMISSION, 1995; MULLER et al., 1997;
NESBAKKEN et al., 2003; BONARDI et al., 2003; JOURDAN et al., 2009).

Considerando a caracteristica psicrotrofica da Y. enterocolitica e que
todas as etapas posteriores ao abate serdo realizadas sob refrigeracéo e/ou
congelamento, a baixa temperatura pode ser um fator seletivo, que inibe a
multiplicacdo da maioria das enterobactérias, mas pode favorecer a
multiplicacdo de Y. enterocolitica em detrimento das demais que possam estar
presentes.

Na primeira e na quinta coleta, Y. enterocolitica ndo foi isolada nas
amostras testadas. Na segunda coleta, a bactéria foi identificada apenas na
amostra de lingua de um animal, correspondendo a 7,1% do total de amostras
positivas ou 2,9% das amostras coletas neste dia.

A maior positividade foi obtida na terceira coleta, com a identificacdo de
oito amostras, correspondendo a 57,1% do total de amostras positivas (14) ou
22,9% das amostras coletadas no dia (35). Da mesma maneira, 0 maior
numero de animais positivos foi obtido na terceira coleta; de cinco animais
coletados, em quatro deles (1,2,3 e 5) foi isolada Y. enterocolitica em pelo
menos um dos sete pontos coletados, conforme especificado a seguir.

No animal 1, isolou-se a bactéria em amostras de lingua e de tonsilas,
no animal 2 isolou-se em amostras de lingua, tonsilas e faca usada na
inspec¢do, no 3, somente em amostra de linfonodos mesentéricos e no animal
5, em tonsilas e em linfonodos submandibulares.

Pela andlise dos diferentes resultados obtidos durante as seis coletas e
considerando que o suino clinicamente saudavel carreia e elimina Yersinia
enterocolitica tanto para o ambiente de criagdo como para o ambiente do
abatedouro, observa-se uma maior frequéncia de isolamento por lotes, ou seja,
em apenas um dia de coleta, foram obtidas oito amostras positivas ou 57,1%
do total de amostras positivas, ou ainda, dos cinco animais amostrados neste
dia a bactéria foi isolada em quatro deles. Neste sentido, pode-se considerar a
possibilidade de que este lote de animais abatidos no dia da terceira coleta,
provavelmente seria de animais portadores de Y. enterocolitica, que se

infectaram em alguma etapa anterior ao abate.
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A confirmacéo da presenca da bactéria em criacdes de suinos, tambéem
pode ser realizada pela titulacdo de anticorpos especificos para Y.
enterocolitica, sendo, dessa maneira, utilizada como uma ferramenta para
melhoria de praticas de manejo objetivando a eliminacdo do patdgeno
(NOWAK et al., 2006; GURTLER et al., 2005).

JOHANNESSEN et al. (2000) obtiveram 15,2% de positividade para Y.
enterocolitica O:3 em suinos de cinco abatedouros. Esses mesmos autores
ressaltam a importancia de se minimizar o contato entre animais de lotes
infectados de néo-infectados.

Analisando criacdes de suinos livres de Y. enterocolitica desde 1996,
NESBAKKEN et al. (2009) destacam a importancia da implantacéo de praticas
de manejo que visem a eliminacdo deste agente zoonotico das criagbes como
um importante passo para a reducao de yersiniose humana.

Como forma de incentivar produtores a implantarem um programa
sanitario que vise a produgdo de suinos livres de Y. enterocolitica,
NESBAKKEN et al. (2003) sugerem que seja pago pela industria um pequeno
diferencial aos lotes de animais livres de Y. enterocolitica, justamente pelo
destino da carcaca desses animais. Estes mesmos autores sugerem que as
carcagas provenientes de animais livres de Y. enterocolitica sejam utilizadas
para a producdo de cortes de carne suina in natura e as carcacas de animais
portadores sejam destinadas a produtos termicamente tratados, como, por
exemplo, embutidos cozidos. Este procedimento seria uma forma de reduzir ao
maximo o risco da bactéria chegar até a casa do consumidor final, onde, de
acordo com GRAHEK-OGDEN et al. (2007) ocorre a maioria das infecgdes por
consumo de carne mal cozida ou por contaminacdo cruzada com outros
alimentos durante a manipulagéo.

Ainda na Tabela 1, observa-se que na terceira coleta a bactéria foi
isolada a partir de um mesmo animal (de ndmero 2) em lingua, tonsilas e na
lamina de faca que foi utilizada para a sua inspecao e na sexta coleta, apenas
na lamina de faca, ou seja, a bactéria ndo foi detectada em nenhum outro
ponto do mesmo animal (de numero 1). Analisando esses resultados, deve-se
considerar a faca utilizada pela inspecdo um importante fémite para a

disseminacdo de Y. enterocolitica para a carcaca do proprio animal carreador
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como para outras carcacas, de animais ndo portadores, por contaminacao
cruzada.

De acordo com BORCH et al. (1996), para reduzir a disseminacao de Y.
enterocolitica deve-se priorizar medidas de controle e identificacdo de pontos
criticos de controle considerando todas as etapas do abate, mas
principalmente, remocdo dos intestinos, excisdo da lingua, faringe e tonsilas,
procedimentos de inspecdo post mortem e desossa da cabeca.

NESBAKKEN et al. (2003) afirmam que a incisdo de regides
contaminadas por Y. enterocolitica, como linfonodos submandibulares e
mesentéricos, a incisdo acidental de estdmago, ileo e ceco, assim como a
simples contaminac&o por manipulacédo da regido dos rins representam risco
de contaminacgdo cruzada de Y. enterocolitica para outras partes da carcaca.
No presente estudo observou-se que em algumas das regides de risco citadas
acima foram isoladas a bactéria, como em linfonodos submandibulares e
mesentéricos, representando, assim, possibilidade de contaminacdo para
carcacas pelo proprio procedimento de inspecao

Segundo NSCFS (2007) a maneira mais efetiva de se limitar a
contaminacdo cruzada dessa area para as demais seria a prévia retirada da
cabeca, tdo logo quanto possivel, em uma linha separada. Além do mais,
sugere que a incisao do linfonodo submaxilar seja evitado, afim de reduzir a
possibilidade de disseminacao da bactéria.

Na Tabela 2 encontra-se o resultado do nimero e da porcentagem de
amostras positivas para Y. enterocolitica em relacdo a amostragem total, assim
como a distribuicAo dos pontos amostrais em que a bactéria foi isolada
divididos por coleta e animal por meio da técnica de reacdo em cadeia da
polimerase.

Observa-se que, das 175 amostras analisadas, foram obtidos resultados
positivos para Y. enterocolitica em 4,6% (8/175) da amostragem total, pela
evidéncia da amplificacdo de um fragmento de DNA a partir da utilizacdo de um
oligonucleotideo iniciador especifico para a espécie Y. enterocolitica (Figura 2).

Analisando por ponto amostral, entre os sete pontos coletados (L, T, LS,
LM, SC, SR E SF) o de maior frequéncia de produtos da PCR foi observada em
amostras de lingua, carcaca e de faca, com dois produtos de cada um desses
pontos, seguidos por linfonodos mesentéricos e de reto, com um produto de
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cada ponto. A partir de amostras de tonsilas e de linfonodos submandibulares
nao foram obtidos produtos da PCR em nenhuma das coletas.

Tabela 2. Numero e porcentagem de amostras de lingua, tonsilas, linfonodos
submandibulares, linfonodos mesentéricos e de suabes de carcaca e de
reto de suinos abatidos e de superficie de laminas de faca utilizadas na
inspecdo, positivas para Yersinia enterocolitica por meio da técnica de

reagdo em cadeia da polimerase (PCR).

coleta n'  L* T LS LM SC SR SF N+ %n+>  %n+**
namero do animal positivo

1@ 21 - - - - - - - - -
22 35 - - - - - - - - - -
3@ 35 - - - - - - - - - -
42 35 5 - - - 3 - 34 4 23 114
52 35 5 - - 2 - 5 - 3 1,7 8,6
62 14 - - - -1 - - 1 0,6 7.1
Total 175 2 - - 1 2 1 2 8 4.6 -

'n — nimero de amostras

’n+ — nimero de amostras positivas

%06n+ — porcentagem de amostras positivas
*o6n+/coleta — porcentagem de amostras positivas na coleta
*L —lingua

T —tonsilas

LS — linfonodo submandibular

LM — linfonodo mesentérico

SC — suabe de carcaca

SR — suabe de reto

SF — suabe de faca

Considerando que foram coletadas 25 amostras para cada um dos sete
pontos amostrais, Yersinia enterocolitica foi detectada em 8% (2/25) das
linguas, carcacas e facas e em 4% (1/25) de linfonodos mesentéricos e reto.

Em relacdo ao numero total de amostras positivas (8), lingua, carcaca e
faca corresponderam, cada uma, por 25% (2/8) deste total e as amostras de
linfonodos mesentéricos e de reto por 12,5% (1/8), cada uma.
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Em maior frequéncia, TEODORO et al. (2004) detectaram Y.

enterocolitica em 43% das tonsilas e em 40% das carcacas de suinos
analisadas.

Figura 2 - Produto da PCR em gel de eletroforese de amostras de suinos coletadas
em abatedouro. A amplificacdo de um fragmento de DNA de 330 pares de
base a partir do oligonucleotideo iniciador 16SrRNA, especifico para a

espécie Y. enterocolitica caracteriza as amostras positivas
MM — marcador molecular de 1 kb

C+ — controle positivo (cepa Yersinia enterocolitica ATTCC 9610)
3C- — controle negativo (agua)

Nao foram identificadas amostras positivas na primeira, segunda e
terceira coletas. O maior numero de amostras positivas foi obtido na quarta
coleta, com a identificacdo da bactéria na carcaca e na amostra de faca do
animal 3, também na faca utilizada no animal 4 e na lingua do animal 5.
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Na quarta coleta, a bactéria foi identificada na carcaga do animal 3, nas
facas utilizadas na inspecédo dos animais 3 e 4 e também na lingua do animal
5. Na sexta coleta, somente a amostra de carcaca do animal 1 foi positiva, ndo
sendo identificada em nenhum outro ponto amostral deste animal.

Pela avaliacéo do total de animais positivos por ponto amostral utilizando
a técnica microbiologica convencional, o ponto de maior frequéncia de
isolamento de Y. enterocolitica foram as tonsilas (Tabela 1), ja pela técnica de
PCR (Tabela 2), os pontos de maior frequéncia foram os suabes de lingua,
carcacas e faca.

A partir do segundo par de oligonucleotideo iniciador, especifico para o
gene ail, ndo foi obtido produto da PCR em nenhuma das amostras testadas.
Também foi observado que ndo houve evidéncia da amplificacdo do fragmento
de DNA a partir da cepa de referéncia ATTCC 9610, fornecida pelo Instituto
Oswaldo Cruz.

Embora o gene cromossomico ail esteja presente somente em cepas de
Y. enterocolitica patogénicas (MILLER et al., 1989) e tenha sido detectado em
estudos anteriores, como por exemplo, 0 de FREDRIKSSON-AHOMAA et al.
(2007) que encontraram em 88% de carne suina fresca, o de TEODORO
(2004) em 10% de tonsilas de suinos e o de BADHURI et al. (2005) em 13,10%
das amostras de fezes de suinos, outros genes cromossGmicos ou plasmidiais
podem estar presentes.

Segundo SULAKVELIDZE (2001) varias espécies de Yersinia sp.
consideradas ndo patogénicas justamente por nao apresentarem 0S
marcadores classicos de viruléncia, entre os quais o ail, ja foram isoladas a
partir de humanos doentes, aumentando o questionamento sobre os fatores
relacionados a viruléncia. Da mesma maneira, de acordo com ZHENG et al.
(2008) nem todas Y. enterocolitica patogénicas necessariamente carreiam
todos o0s genes cromossOémicos e/ou plasmidiais tradicionais de
patogenicidade. Ha possibilidade de que marcadores ainda desconhecidos
interajam entre si e desempenhem um importante papel na patogenia da
doenca.

Os mesmos autores, a partir de 2.600 isolados de Y. enterocolitica de
pacientes clinicos com diarréia, observaram uma taxa de positividade para

genes de patogenicidade de 100% para o gene inv, 94% para o gene ail, 93%
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para o gene ystA, 7,5% para o gene ystB, 5% para ystC, 89% para yadA e
82% para o gene virF.

A partir de 16 isolados de Y. enterocolitica de suinos, LEAL et al. (1997)
detectaram a presenca do gene ail em 14 deles, do gene irp2 em 1 e do gene
psaA em nenhum.

Apesar que nao ter-se obtido isolados de Y. enterocolitica positivos para
o gene ail, ndo se pode afirmar que sejam isolados de Y. enterocolitica néo
patogénicas.

Na Tabela 3 estédo inseridos os resultados da pesquisa de Salmonella

spp. realizada nas mesmas amostras em que se pesquisou Y. enterocolitica.

Tabela 3. Numero e porcentagem de amostras de lingua, tonsilas, linfonodos
submandibulares, linfonodos mesentéricos e de suabes de carcaca e de
reto de suinos abatidos e de superficie de laminas de faca utilizadas na
inspecdo, positivas para Salmonella spp. por meio da técnica

microbioldgica convencional de isolamento.

Coleta n* L* T LS LM SC SR SF n+*  %n+>  %n+**
NUmero do animal positivo

1@ 21 - - - - - - - - - -
22 35 - - - - - - - - - -
32 35 - - - - - - - - - -
42 35 - - - - - - - - - -
52 35 1 - - - - - - 1 0,6 2,9
62 14 1 - - - - - - 1 0,6 7.1
Total 175 2 - - - - - - 2 1,2 -

'n — nimero de amostras

2n+ — nimero de amostras positivas

i%n+ — porcentagem de amostras positivas
%n+° — porcentagem de amostras positivas na coleta

*L — lingua

T —tonsilas

LS — linfonodo submandibular

LM — linfonodo mesentérico

SC — suabe de carcaca

SR — suabe de reto

SF — suabe de faca
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Nas quatro primeiras coletas, ndo foi isolada Salmonella spp. em
nenhuma das amostras. Na quinta coleta, de cinco animais amostrados na
oportunidade, foi identificada a bactéria na lingua de um animal,
correspondendo a 20% das amostras de lingua desta coleta e na sexta, de dois
animais amostrados, a bactéria foi identificada também na lingua de um destes,
correspondendo a 50% do total desta coleta.

De acordo com os resultados da sorotipagem, 0 mesmo sorotipo foi obtido
nos dois isolados, Salmonella Anatum. Assim como no presente estudo, outros
autores também identificaram, entre diversos outros estudos, 0 mesmo sorotipo
S. Anatum. MATSUBARA (2005) e CHEN et al. (2006) em carcacas de suinos,
VINDIGNI et al. (2007), na Tailandia, em carne suina proveniente de feiras-
livres, WANG et al. (2010) em conteudo intestinal e SPOLAORE (2007), no
oeste do Parana, em facas utilizadas em abatedouros de suinos sob inspecéao
federal.

Das 175 amostras coletadas a partir de 25 animais abatidos, isolou-se
Salmonella spp. em 2 animais, ambos em amostra de lingua. Em relagdo a
amostragem total, a prevaléncia de Salmonella spp. em amostras de linguas foi
de 1,14% (2/175) e em relagdo ao numero de amostras de animais ou ao
namero de amostras de linguas, foi obtida uma prevaléncia de 8% (2/25). Se
comparado somente ao numero de amostras de linguas, estudos encontraram
resultados semelhantes ao obtido.

Na Alemanha, MEYER (2010) detectou uma prevaléncia de 5,0% de
amostras de lingua de suinos positivas para Salmonella spp. e na Holanda,
SWANENBURG et al. (2001a) obtiveram resultado positivos em 9,3% das
amostras.

O isolamento de Salmonella spp. em lingua sugere que esta seja uma via
de contaminagcdo cruzada para outras regidbes da carcaca durante o abate,
podendo além disso ser uma fonte de doenca de origem alimentar se néo for
manipulada e cozida adequadamente.

Segundo LAZARO et al. (1997) existe uma grande variacdo nas
prevaléncias de Salmonella spp. detectadas em linfonodos mesentéricos de
suinos no momento do abate, o que pode estar relacionado a possiveis
diferencas nos indices de portadores dos lotes devido ao tipo de exploracao e
fatores regionais, bem como a diferenca nas metodologias utilizadas nos
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diferentes estudos. A presenca de Salmonella spp. em linfonodos mesentéricos
€ importante pelo fato de que estas estruturas representam barreiras
imunolégicas que previnem a migracao deste microrganismo do intestino para
outros locais .

Apesar de nao ter sido isolada Salmonella spp. em nenhuma amostra de
linfonodos mesentéricos, estudos prévios descrevem a presenca da bactéria
nessas estruturas.

BESSA et al. (2004) determinaram a prevaléncia de Salmonella spp. de
17,6% em linfonodos mesentéricos de suinos abatidos no Rio Grande do Sul,
BERSOT (2005), no oeste do Estado do Parand encontrou 20% de
positividade, CASTAGNA et al. (2004) isolaram Salmonella spp. em 61% das
amostras e SWANENBURG et al. (2001a), na Holanda, detectaram 9,3% de
positividade de Salmonella em linfonodos mesentéricos de suinos.

Segundo BAHNSON et al. (2005) a prevaléncia do agente em linfonodos
mesentéricos pode ser considerada importante ferramenta preditiva da
incidéncia em amostras fecais, afirmacdo que vem de acordo com o0s
resultados obtidos, tanto para as amostras de linfonodos mesentéricos como
para as amostras de reto, uma vez que nao foi isolada Salmonella spp. em
nenhuma dessas amostras citadas.

Embora a bactéria ndo tenha sido detectada nas amostras de conteudo
intestinal, a mesma ja foi isolada em diferentes porcentagens. Resultados
positivos para Salmonella spp. em amostras de conteudo intestinal de suinos
foram observados por LAUKANNEN et al. (2009) em uma prevaléncia de 37%,
BESSA et al. (2001) com 55,6% de amostras positivas, além de BONARDI et
al. (2003) com uma prevaléncia de 36,7% e também SWANEMBURG et al.
(2001) com 25,6% de amostras positivas.

Apesar de néo ter sido isolada Salmonella spp. em amostras de tonsilas
ou de linfonodos submandibulares, deve-se considerar estudos prévios que
indicam a possibilidade da presenca da bactéria em questdo nessas estruturas,
representando risco para o consumidor final. Segundo CASTAGNA et al (2004)
as tonsilas e linfonodos submandibulares ndo sdo produtos comercializados
diretamente ao consumidor, entretanto, permanecem na carcaga apos o abate
e, juntamente com musculos da regido da cabeca, sdo empregados na
fabricagdo de embutidos e carne mecanicamente separada. Caso estejam
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contaminados, esses ingredientes podem ser diretamente responsaveis pela
presenca de Salmonella spp. em produtos finais.

Segundo BERENDS et al. (1997), SWANENBURG (2001a),
SWANENBURG (2001b), ALBAN & STARK (2005) e MEYER (2010), enquanto
houver animais portadores de Salmonella spp. havera o risco de contaminacao
de carcacas. Muito embora o0 suino seja o principal carreador de Salmonella
spp. para o ambiente de abate e para as carcacas, o fator determinante para a
obtencdo de carcacas livres de contaminacdo € a higiene com que as
operacOes de abate sdo conduzidas (BOTTELDOORN et al., 2003), uma vez
gue representam potencial risco de disseminacdo do agente para o ambiente
do abatedouro e varias oportunidades de contaminacdo cruzada para as
carcagas.

Na Tabela 4 estdo apresentados os padrdes de resisténcia e

sensibilidade dos isolados de Yersinia enterocolitica frente aos

antimicrobianos testados.

Tabela 4. Namero e porcentagem de resisténcia e sensibilidade a 13 antimicrobianos
apresentados pelos isolados de Yersinia enterocolitica em amostras colhidas

em matadouro-frigorifico de suinos.

Antimicrobiano Mg/disco Amostras
Resistentes Sensiveis

N° (%) N° (%)
Amicacina 30 10 71,4 4 28,6
Amoxicilina + 20 14 100 0 0
Clavulanato 10
Ampicilina 10 14 100 0 0
Cefalotina 30 14 100 0 0
Cefepime 30 0 0 14 100
Cefoxitina 30 1 7,2 13 92,8
Ceftazidima 30 12 85,7 2 14,3
Cefuroxima 30 13 92,9 1 7,1
Ciprofloxacina 5 11 78,6 3 21,4
Gentamicina 10 10 71,4 4 28,6
Imipenem 10 14 100 0 0
Meropenem 10 0 0 14 100
Sulfametoxazol+ 23,75 11 78,6 3 21,4

Trimetroprim 1,25
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Todos os isolados de Yersinia enterocolitica apresentaram resisténcia a
associacao de amoxicilina+clavulanato, ampicilina, cefalotina e imipenem, 13
(92,9%) isolados foram resistentes a cefuroxima, 12 (85,7%) isolados a
ceftazidima, 11 (78,6%) isolados a ciprofloxacina e a associacdo de
sulfametoxazol+trimetropim e 10 (71,4%) isolados a amicacina e gentamicina.
Apenas 1 isolado apresentou resisténcia a cefoxitima e nenhum isolado se
mostrou resistente ao cefepime e ao meropenem, eleitos os principios ativos de
maior eficacia para os isolados.

Y. enterocolitica € resistente aos principios ativos irgasan, cefsulodin,
ticarcilina e novobiocina (ISO, 2003) os quais foram utilizados como agentes
seletivos para o isolamento e/ou enriquecimento dessa bactéria, ndo sendo,
portanto, utilizados para determinacao do perfil de resisténcia e sensibilidade

Do total de 14 amostras testadas, 11 (78,6%) foram resistentes a
ciprofloxacina, um agente antimicrobiano de grande importancia terapéutica e
amplamente utilizado. Diferentemente dos resultados obtidos, SIMONOVA et
al. (2008) obtiveram as maiores porcentagens de sensibilidade de Y.
enterocolitica isoladas de tonsilas, conteudo retal, linguas e superficie da pele
de suinos a gentamicina e a ciprofloxacina, assim como KWAGA et al. (1992),
JIMENEZ-VALERA et al. (1998), BAUMGARTNER et al. (2007) e OKWORI et
al. (2009), os quais observaram elevada sensibilidade de isolados de Y.
enterocolitica a ciprofloxacina.

Da mesma maneira, em determinacdo de resisténcia realizada a partir
de 58 isolados de Y. enterocolitica sorotipo O:3 de pacientes clinicos, foi
observada que todos foram sensiveis a ciprofloxacina (NSCFS, 2007).

Semelhante ao resultado apresentado para resisténcia dos isolados a
ampicilina (100%), LEAL et al. (1997) analisaram o perfil de 16 isolados de Y.
enterocolitica de suinos, sendo a maioria deles resistentes a ampicilina. Foram
ainda, suscetiveis ao sulfazotrim e a cefoxitina e apresentaram perfis de
sensibilidade para cloranfenicol, tetraciclina, kanamicina, gentamicina e acido
nalidixico.

Segundo NSCFS (2007) a sensibilidade reduzida de Y. enterocolitica
sorotipo O:3 a ampicilina é considerada um fator de resisténcia intrinsico,

incorporado ao material genético da bactéria.
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Resisténcia dos isolados a cefalotina (100%) também foi obtida por
DALLAL et al. (2010), com 98% de Y. enterocolitica resistentes. Em menor
porcentagem do que os resultados apresentados no presente estudo, o0s
isolados mostraram-se resistentes a ampicilina (52%).

Segundo STOLK-ENGELAAR (1995) o tratamento de criancas com
sulfametoxazol+trimetroprim pode prevenir algumas complicacbes da infeccao
por Y. enterocolitica, como pseudoapendicite, adenite mesentérica entre outras,
entretanto, neste estudo, a sensibilidade dos isolados frente a associacao de
sulfametoxazol+trimetroprim se mostrou reduzida, apenas 3 dos 14 isolados
(21,4%) foram sensiveis a este principio ativo.

Na Tabela 5 estdo o nimero e a porcentagem dos isolados em relacéo a

guantidade de antimicrobianos aos quais foram resistentes.

Tabela 5. Perfil de resisténcia a antimicrobianos de Yersinia enterocolitica isoladas de

amostras colhidas em matadouro-frigorifico de suinos

Antimicrobiano N° de Isolados
N° Testados resistentes (%)
<5 14 0 (0)
6 14 1(7,1)
7 14 0 (0)
8 14 2 (14,3)
9 14 9 (64,3)
10 14 2 (14,3)

Pode-se observar que os isolados apresentaram resisténcia a, pelo
menos, seis principios ativos, revelando, assim, um carater de multirresisténcia.
Observa-se que 1 (7,1%) isolado mostrou-se resistente a seis principios ativos,
2 (14,3%) isolados a oito e a dez principios. A maior porcentagem dos isolados
(64,3%) foi resistente a nove principios ativos. Nenhum isolado desenvolveu
resisténcia a cinco e a sete principios ativos.

DALLAL et al. (2010) obtiveram uma porcentagem de 23% de isolados
resistentes a mais de 3 principios ativos, porcentagem inferior se comparado
aos resultados apresentados, onde nenhum dos 14 isolados testados foi

resistente a 5 principios ativos ou menos.
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Na Tabela 6 estdo apresentados os padroes de resisténcia e
sensibilidade dos isolados de Salmonella Anatum.

Tabela 6. Niamero e porcentagem de resisténcia e sensibilidade a 17 antimicrobianos
apresentados pelos isolados de Salmonela Anatum em amostras colhidas

em matadouro-frigorifico de suinos.

Antimicrobiano Mg/disco Amostras
Resistentes Sensiveis
N° (%) N° (%)
Amicacina 30 0 0 2 100
Amoxicilina + 20 0 0 2 100
Clavulanato 10
Ampicilina 10 0 0 2 100
Cefalotina 30 0 0 2 100
Cefepime 30 0 0 2 100
Cefoxitina 30 0 0 2 100
Ceftazidima 30 0 0 2 100
Cefuroxima 30 0 0 2 100
Ciprofloxacina 5 0 0 2 100
Gentamicina 10 0 0 2 100
Imipenem 10 1 50 1 50
Meropenem 10 2 100 0 0
Sulfametoxazol+ 23,75 0 0 2 100
Trimetroprim 1,25
Cloranfenicol 30 0 0 2 100
Oxitetraciclina 30 2 100 0 0
Eritromicina 15 2 100 0 0
Tetraciclina 30 0 0 2 100

Todos os isolados pertencentes ao sorovar S. Anatum foram resistentes
aos antimicrobianos meropenen, oxitetraciclina e eritromicina. Do total de 2
cultivos isolados, 1 apresentou resisténcia ao ipinemem.

N&o foram encontrados isolados resistentes a amicacina,
amoxilina+clavulatano, ampicilina, cefalotina, cefepime, cefoxitina, ceftazidima,
cefuroxima, ciprofloxacina, gentamicina, sulfametazol+trimetropim, cloranfenicol
e tetraciclina

Diferentemente dos resultados apresentados por MATSUBARA (2005),
gue obtiveram isolados de Salmonella Anatum em carcagas de suinos no

Estado de Sao Paulo, resistentes a cefalotina, no presente estudo, os isolados
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mostraram-se sensiveis a cefalotina. CHEN et al. (2004) obervaram eficacia
reduzida de cefalotina, gentamicina e trimetoprim a Salmonella Anatum, além
de 17 e 23% de resisténcia a ciprofloxacina e enrofloxacina.

Por outro lado, CHEN et al. (2006) obtiveram alta sensibilidade de
Salmonella Anatum isoladas a partir de amostras de carcacas de suinos a
cefalotina.

CASTAGNA et al. (2001), em Salmonella spp. isoladas a partir de
amostras de linfonodos mesentéricos e conteudo intestinal de suinos
observaram resisténcia para sulfonamida (83,9%), tetraciclina (37,4%),
ampicilina (20,2%), cloranfenicol (16,1%), amicacina (3,0%), gentamicina
(2,0%) e ciprofloxacina (1,0%).

GEBREYES et al. (2006) encontraram maior percentual de resisténcia a
tetraciclina (80%) seguida pela estreptomicina (43,4%) para os isolados de
Salmonella spp. testados.

A Tabela 7 mostra o nUmero e a porcentagem dos isolados em relacéo a
guantidade de antimicrobianos aos quais foram resistentes.

Entre os 2 isolados de Salmonella Anatum, todos apresentaram-se
resistentes a 3 antimicrobianos e 1 (50%) isolado foi resistente a 4

antimicrobianos testados, evidenciando um carater de multirresisténcia.

Tabela 7. Perfil de resisténcia a antimicrobianos de Salmonella Anatum isoladas de

amostras colhidas em matadouro-frigorifico de suinos

Antimicrobiano N° de Isolados
N° Testados resistentes (%)
<2 2 0 (0)
3 2 2 (100)
4 2 1 (50)

MURMAN et al. (2008) em pesquisa de Salmonella spp. em linguica
frescal suina encontrou resisténcia de 85,9% dos isolados a mais de um
antibiético e TESSMAN et al. (2008), no Rio Grande do Sul, observaram que
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39,1% dos isolados de Salmonella spp. a partir de cortes de carne suina
apresentaram-se multirresistentes a trés ou mais antibiéticos.

Avaliando o perfil de resisténcia de cepas de Salmonella spp. isoladas
de diversas fases da cadeia produtiva de suinos, BERSOT (2005), detectou
93,7% das cepas resistentes a pelo menos um antimicrobiano e 62,9%
resistentes a mais de uma substancia testada.

J4 FARRINGTON et al. (2001), avaliando o perfil de resisténcia de cepas
de Salmonella spp. em suinos em idade de abate, constataram que 100% das
cepas foram resistentes a um ou mais antibioticos, sendo que 48,8% delas
foram consideradas multirresistentes.

De acordo com CARRAMINANA et al. (2004), a origem do isolado
também pode influenciar sua suscetibilidade aos antimicrobianos. A utilizagao
de alguns antimicrobianos no tratamento, profilaxia ou como promotor de
crescimento podem ser fatores que aumentam a resisténcia dos isolados.

No presente estudo, as informacgdes fornecidas do perfil de resisténcia e
sensibilidade dos isolados frente aos antimicrobianos testados pode ser de
grande valia para a saude publica. Considerando que a maioria dos estudos
gue fornecem informacdes, principalmente sobre Y. enterocolitica, e que foram
utilizados nesta revisao foram conduzidos em outros paises ou, até mesmo, em

outro continente, se faz relevante os resultados aqui obtidos.

6 CONCLUSOES
Tendo em vista os resultados obtidos, € possivel concluir que:
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0 Yersinia enterocolitica foi detectada na linha de abate de suinos
por meio de técnica microbiolégica convencional e também por meio
de técnica de reacdo em cadeia da polimerase. A maior prevaléncia
foi evidenciada em amostras de tonsilas pela técnica convencional e

em amostras de linguas, carcacas e de facas pela técnica de PCR.

o Pela técnica convencional ndo foi isolada Y. enterocolitica em
linfonodos mesentéricos e em amostras de reto e por PCR, em

amostras de tonsilas e de linfonodos submandibulares.

0 A deteccdo de Y. enterocolitica em faca, a ressalta como
importante fomite para a disseminacé&o do agente para a carcaca do
proprio animal portador, como também para outras carcagas, sendo,

portanto, fundamental que a cada animal, a faca seja esterilizada.

o Salmonella Anatum foi isolada apenas em amostra de lingua de
dois animais em dias diferentes de coleta, ndo sendo, portanto,

provenientes do mesmo lote de animais abatidos.

o Considerando a deteccdo de Y. enterocolitica em linguas,
tonsilas, linfonodos submandibulares, entre outros pontos amostrais,
e Salmonella Anatum em lingua, pode-se concluir que a cabeca do
suino deve ser considerada uma regido de risco para a

disseminacao desses agentes.

0 O teste de suscetibilidade antimicrobiana revelou perfil de

multirresisténcia dos isolados.

7 CONSIDERACOES FINAIS
A interacdo do elevado consumo de carne suina e derivados da carne

suina pela populacdo mundial, juntamente com concomitante identificacdo de
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Y. enterocolitica e/ou Salmonella spp. em carnes e produtos suinos, assim
como em materiais clinicos de pacientes acometidos por yersiniose e/ou
salmonelose justifica a importancia da prevencdo da contaminacdo de
carcacas por esses patdgenos no matadouro-frigorifico como forma de
contribuir para a saude publica.

A impossibilidade de identificar suinos portadores de Y. enterocolitica ou
Salmonella spp. durante os procedimentos de inspecdo, sejam eles ante
mortem ou post mortem, ressalta a importancia de conduzir os procedimentos
de abate e a inspecdo de forma a prevenir a contaminacdo cruzada das
regides de maior risco de estarem colonizadas por esses patdgenos para
outras regides da carcaca, seja por facas, por equipamentos ou pelas maos
dos funcionarios.

Os resultados obtidos tanto para Y. enterocolitica, quanto para
Salmonella spp. destacam a regido da cabeca do suino, especialmente lingua,
tonsilas e linfonodos, como potenciais disseminadores, principalmente de
Yersinia enterocolitica. Além da adocdo de praticas de higiene durante as
operacbes de abate, algumas adaptacbes nos procedimentos de inspecao
poderiam contribuir para minimizar o risco de contaminagao cruzada por esses
patégenos.

No presente estudo, a identificacdo de Y. enterocolitica em regides de
risco, representa possibilidade de contaminacdo para carcacas pelo proprio
procedimento de inspecéo. A prévia retirada da cabeca, inspecionando-a em
uma linha separadamente da carcaca, poderia reduzir o risco de disseminacéo
do agente para carcacgas, facas e para equipamentos.

A adocao de medidas de controle e identificacdo de pontos criticos de
controle voltados principalmente para a remocao dos intestinos, excisao da
lingua, faringe e tonsilas, para os procedimentos de inspecdo post mortem e
desossa da cabeca devem ser considerados importantes fatores para a
presenca da bactéria em produtos finais de suinos.

Apesar da evidente diferenca dos resultados obtidos no presente estudo
entre os dois métodos de deteccao de Y. enterocolitica, nenhum dos dois
resultados pode ser descartado. A imensa variedade de protocolos existentes
para a deteccdo de uma mesma bactéria pode indicar que ainda nao foi

desenvolvido nenhum método realmente sensivel o suficiente a ponto de se
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tornar o padrédo metodolégico. Ha necessidade de se desenvolver meios de
cultura e técnicas baseadas no DNA padronizadas, com melhor sensibilidade
para a deteccdo de Y. enterocolitica em amostras clinicas, ambientais e de
alimentos.

Cabe ainda, considerar o relacionamento direto da presenca destes
patdgenos em matadouro-frigorifico ao sistema de criacdo, uma vez que suino
€ 0 proéprio carreador tanto de Y. enterocolitica como de Salmonella Anatum,
ressaltando a necessidade do desenvolvimento de praticas de manejo que
visem criacbes livres desses patogenos e, ainda, contribuir para o
desenvolvimento de estratégias de manejo de risco.

A identificacéo de isolados multirresistentes a mais de 5 antimicrobianos
testados, pode ndo ser surpresa para os isolados de Salmonella spp., que ao
longo dos anos conseguiu incorporar ao seu genotipo resisténcia a diversos
principios ativos. Entretanto, o perfil de multirresisténcia a 9 principios ativos,
demonstrados pelos isolados de Y. enterocolitica, revela a existéncia de um
problema para a saude publica. Mais relevante ainda, quando os pacientes em
guestdo sdo criangas, as mais suscetiveis a infeccdo por Y. enterocolitica,

como observado na revisao deste estudo.
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