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RESUMO

Elevadas prevaléncias de Salmonella tém sido identificadas na cadeia de
producéo de suinos brasileira. Dessa forma, pode haver um maior risco de contaminagao
dos produtos e, portanto, maior risco ao consumidor. Diferentes estudos tém sido
conduzidos abordando os efeitos dos estagios do abate sobre a contaminagdo por
patdégenos em carcacas. O presente estudo objetivou verificar a presenga de Salmonella
na superficie da carcaca avaliando-se a influéncia de diferentes etapas do processo de
abate de suinos, do recebimento dos animais a lavagem final das carcacas,
caracterizando os isolados por técnicas fenotipicas e genotipicas para detectar grupos
clonais de Salmonella no processo de abate, em trés frigorificos (A, B, C) sob inspecéo
federal no sul do Brasil. Foi estudada a soroprevaléncia de cada lote abatido no turno de
amostragem, ndo havendo correlacdo entre a sorologia dos lotes e a contaminacdo das
carcagas apos o chuveiro final (P= 0.42941). A andlise dos dados permitiu verificar que
houve mais chance de isolar Salmonella a partir do conteudo intestinal dos animais no
Frigorifico C (Odds Ratio, OR=6,5, P<0,001), demonstrando que nesse matadouro s&o
abatidos lotes com maior prevaléncia de portadores. Considerando todas as etapas
analisadas, a analise de Qui-quadrado da independéncia indicou que houve uma
frequéncia estatisticamente significativa maior (P=0,004) de isolamento de Salmonella
apos a depilacdo. Nao houve isolamento de Salmonella das amostras de agua da escalda,
gue manteve a temperatura sempre acima dos 61°C durante o abate. Em comparacao
com o Frigorifico A, no Frigorifico B observou-se maior chance de isolamento de
Salmonella ap6s a depilacdo (OR=4,18), apds flambagem (OR=11,17) e ap6s o
chuveiro final (OR=14,66). Na comparagdo do Frigorifico C com A ndo houve
diferenca estatistica significativa. Somente no Frigorifico B 0 numero de animais com
contetido intestinal positivo foi preditivo da contaminagdo das carcagas apos o chuveiro
final (Coeficiente= 0,57), demonstrando que as praticas adotadas na linha de abate ndo
foram capazes de contribuir para o controle de Salmonella. A sorotipificacdo revelou
oito diferentes sorovares, dentre 0s quais 0s sorovares Derby (n= 47; 35,6%),
Typhimurium (n=46; 34,8%) e Panama (n=21; 15,9%) foram os mais frequentes e
apresentaram, respectivamente, seis, oito e trés pulsotipos apos a digestdo de DNA com
as enzimas XBal e BInl. A analise dos pulsotipos identificados nas carcacgas apos o
chuveiro final demonstrou a sua relacdo com isolados das baias de espera, do conteudo

intestinal e de outras carcagas. As etapas até a depilagdo demonstraram ser as mais



criticas para a disseminacdo de grupos clonais de Salmonella e a flambagem para o seu
controle. Os resultados demonstraram a influéncia das praticas de higiene e processos
de abate executados pelos matadouros no controle da contaminacgdo da carcaca, mesmo

quando lotes com elevado nimero de portadores de Salmonella séo recebidos.

Palavras Chave: Salmonella, suinos, etapas de abate, controle



ABSTRACT

High prevalence of Salmonella have been identified in the Brazilian swine
production chain. In this way, there may be a greater hazard of product contamination
and higher risk to consumers. Different studies have been conducted addressing the
effects of the stages of slaughter on the contamination by pathogens on carcasses. This
study aimed to evaluate the presence of Salmonella on the surface of the carcass after
different stages of slaughtering process of pigs, from the animals receiving to the final
wash of the carcasses, characterizing the isolates by phenotypic and genotypic
techniques in order to detect clonal groups of Salmonella in the process of slaughter in
three abattoirs (A, B, C) under federal inspection in southern Brazil. The prevalence of
each batch slaughtered on the sampled shift was studied, there was no correlation
between serology of batch and the contamination of carcasses after the Final Wash (P =
0.42941). Data analysis showed that there was a higher chance of Salmonella isolation
from the intestinal content of animals in Abattoir C (odds ratio, OR = 6.5, P< 0.001),
demonstrating that in this abattoir batches are slaughtered with higher prevalence of
carriers. Considering all the stages analyzed, the chi-square analysis of independence
indicated that there was a significant statistically higher frequency (P=0.004) of
Salmonella isolation after dehairing. There was no Salmonella isolation from the
scalding water samples, which always kept the temperature above 61 °C during
slaughter. Compared to Abattoir A, Abattoir B had a higher chance of Salmonella
isolation after dehairing (OR = 4.18), after singeing (OR = 11.17) and after the final
wash (OR = 14.66 ). Comparing Abattoir C to Abattoir A there was no significant
statistically difference. Only in the Abattoir B the number of animals with positive
intestinal contents was predictive for contamination of carcasses final wash (coefficient
= 0.57), demonstrating that the practices adopted in the slaughter line were not able to
control contamination by Salmonella. The serotyping revealed eight different serovars,
of which the serovars Derby (n = 47, 35.6%), Typhimurium (n = 46, 34.8%) and
Panama (n = 21, 15.9%) were the most frequent and showed, respectively, six, eight and
tree pulsotypes of DNA after digestion with enzynes Xbal and Blnl. The analysis of
pulsotypes identified in the carcasses after the Final Wash demonstrated their
relationship with the isolates from lairage, intestinal contents and other cacasses. The
stages up to dehairing were the most critical to the spread of clonal groups of

Salmonella, while the flamming is crucial for their control. The results showed the



influence of hygiene practices and slaughter processes implemented by abattoirs on the

control of carcass contamination, even when batches of high numbers of Salmonella

carriers are slaughtered.

Keywords: Salmonella, swine, stages of slaughter, control
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos a carne suina tem apresentado consideravel aumento em seu
consumo em nivel mundial. Assim, € hoje a fonte de proteina animal mais consumida
no mundo, com uma producdo de 115 milhdes de toneladas, sendo quase a metade
produzida na China e outro ter¢co na Unido Europeia e nos Estados Unidos. Representa
mais de 40% do consumo de carnes, a frente da carne bovina, de frango e pescados. A
participacdo do Brasil tem crescido no mercado mundial de carne suina, passando de
4% no ano 2000 para 11% em 2009. Dessa forma, o pais passou a ser o quarto maior
produtor mundial, com 3% da producdo, mesmo diante das barreiras sanitarias, aumento
dos subsidios europeus e o crescimento da concorréncia internacional (ABIPECS,
2009).

Conforme dados do Sistema de Informagdes Gerenciais do Servico de Inspecédo
Federal — SIGSIF, do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, no ano de
2010 foram abatidos 28.615.995 suinos no Brasil, sendo 19.395.846 (67,78%) nos
estados da Regido Sul (BRASIL, 2011).

No Brasil, ao contrario do perfil mundial, o consumo de carne suina é inferior ao
das carnes de frango e bovina, apresentando uma participacdo na aquisicdo domiciliar
de carnes de apenas 13%. Mesmo assim, no periodo de 2004 a 2009 o mercado interno
brasileiro cresceu 22,4%, com a disponibilidade interna de carne suina passando de 11,3
para 13,8 Kg/habitante/ano (ABIPECS, 2009).

Os consumidores dos paises industrializados exigem uma variedade cada vez
maior de critérios de qualidade antes de comprar alimentos (BLAHA, 2001). Neste
sentido, o Brasil deve preocupar-se com patdgenos que possam representar barreiras a
comercializacdo, como é o caso da presenca de Salmonella, que é considerada uma das
mais importantes zoonoses transmitidas por alimentos devido & contaminacdo de
carcacas e de produtos carneos, inclusive os de origem suina (WILCOCK &
SCHWARTZ 1993).

Epidemiologia, descritiva e molecular, é uma importante ferramenta para
determinar potenciais fontes de infeccéo e tem sido muito utilizada para compreender a
cadeia de transmissédo de muitas doencas infecciosas (LIEBANA, 2002). A principal
metodologia empregada para a deteccdo de Salmonella tem por base o isolamento
microbioldgico. Paises europeus, como a Dinamarca, também adotaram em seus

programas de controle a pesquisa de anticorpos nos rebanhos por meio de um teste de
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ELISA indireto. No Brasil, um teste de ELISA baseado no sorovar Typhimurium foi
desenvolvido pela Embrapa Suinos e Aves, demonstrando ser capaz de detectar e
classificar rebanhos em niveis de positividade.

Contudo, a necessidade de elucidar a cadeia de transmisséo e a predominancia
de certos sorotipos nas granjas e matadouros torna necessaria a discriminagdo de
subgrupos. Para isto, métodos moleculares como a macro-restricdo do DNA total
seguido de eletroforese em campo pulsado - “pulsed-field gel eletrophoresis” (PFGE)
tém sido adotados (LIEBANA, 2002).

As medidas adotadas na granja ndo sdo suficientes isoladamente para o controle
da qualidade da matéria prima. Diferentes estudos tém abordado os efeitos dos estagios
do abate sobre as carcacas, demonstrando que alguns pontos sdo apontados como tendo
pequeno ou nenhum impacto na contaminacdo por Salmonella, enquanto outros séo
reconhecidos como altamente relevantes. Dentre os estagios, aqueles que tém recebido
maior atencdo tém sido depilacdo, flambagem, evisceragdo e chuveiro pré-resfriamento.

Embora no plano de amostragem de carcagas estabelecido pela CIRCULAR N°
130/2007/CGPE/DIPOA do Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento, sejam
toleradas cinco amostras positivas das 50 que compde cada ciclo de pesquisa de
Salmonella na superficie das carcacas (BRASIL, 2007), pela legislacdo brasileira
Salmonella deve estar ausente no alimento (BRASIL, 2001) e a presenca dessa bactéria
pode levar a devolugéo de produtos no mercado nacional e internacional.

Nos trabalhos desenvolvidos no Sul do Brasil tém sido observada uma alta
percentagem de animais portadores de Salmonella desde a granja até o abate,
contaminando cortes e produtos, podendo chegar até o consumidor. Diante desta
realidade, o Setor de Medicina Veterinaria Preventiva da UFRGS em conjunto com a
Embrapa Suinos e Aves tém pesquisado estratégias para o controle da infeccdo e
contaminagdo por Salmonella adaptadas a realidade brasileira. Dentro desta linha de
pesquisa, 0 presente estudo teve por objetivo avaliar a presenga de Salmonella na
superficie da carcaca apds diferentes etapas do processo de abate de suinos, do
recebimento dos animais ao resfriamento das carcacas. De forma adicional, visou
estimar através da técnica do Numero Mais Provavel (NMP) a quantidade de
Salmonella nas amostras, caracterizar por técnicas fenotipicas e genotipicas as amostras
isoladas, relacionar as amostras de animais e ambiente e avaliar as caracteristicas dos
abatedouros que possam contribuir para possiveis diferencas no isolamento de

Salmonella nas amostras de superficie das carcacas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Caracteristicas de Salmonella

O género Salmonella, pertencente a familia Enterobacteriaceae, € um bacilo
gram-negativo com metabolismo tanto respiratério como fermentativo e produtores de
acido sulfidrico (HOLT, 1994). Sao, predominantemente, moveis por flagelos
peritriqueos (WILCOCK & SCHWARTZ, 1993; GRIMONT et al.,, 2000) e que
geralmente ndo fermentam a lactose (CLARKE & GYLES, 1993). Sdo capazes de
utilizar citrato como Unica fonte de carbono, nao hidrolisam uréia, sdo indol negativas e
capazes de descarboxilar lisina e ornitina (HOLT et al., 1994).

Embora a temperatura Gtima para o crescimento seja 37°C (FRANCO &
LANDGRAF, 1996), Salmonella pode desenvolver-se numa faixa de crescimento
bastante ampla, variando de 7°C a 45°C (SCHWARTZ et al., 2000). O pH 6timo para o
seu crescimento € entre 6,5 e 7,5, tolerando uma variacao entre 4,5 e 9,0 (QUINN et al.,
2005). No entanto, é sabido que valores inferiores a 4,1 a inativam e a destroem
(TORTORA et al., 2005). Sdo resistentes a dessecacdo e ao congelamento,
sobrevivendo no ambiente por anos (SCHWARTZ, 2000). Contudo, sdo sensiveis a
maioria dos desinfetantes como quaternarios de aménio e iodados (BOROWSKY et al.,
2006) e a descontaminacdo de carcacas com o0 uso de substancias quimicas, como 0s
acidos organicos, tem sido extensivamente estudada (HUGAS & EIRINI, 2008).

A classificacdo e a nomenclatura do género Salmonella sofreram vérias
modificacfes ao longo dos anos e ainda ndo estdo totalmente definidas. Usualmente é
utilizado o esquema de Kauffmann e White, que divide o género em sorotipos ou
sorovares, tendo por base a composi¢cdo dos antigenos O (somaticos), Vi (capsulares) e
H (Flagelar) (CAMPOS, 2008). Em termos de classificacdo, o género Salmonella
apresenta-se dividido em trés espécies: S. enterica, S. bongori e S. subterranea
(SHELOBOLINA et al., 2004). Salmonella enterica é dividida em seis subespécies:
enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica. A subespécie enterica
apresenta uma grande variedade de sorovares, conforme a variacdo antigénica
(REEVES et al., 1989). Campos (2008) relatou a existéncia de 2501 sorotipos de
Salmonella, dentre os quais 1478 pertencendo a S. enterica subespécie I, onde estdo
contidos mais de 99,5% dos sorotipos mais comumente isolados. No entanto, é cada vez
maior o numero de sorovares de Salmonella identificados. Em 2010 foi publicada a

caracterizacdo de 70 novos sorovares reconhecidos entre os anos de 2003 e 2007, dos
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quais 44 foram classificados como pertencendo a S. enterica subsp. enterica
(GUIBOURDENCHE, 2010).

H& sorovares de Salmonella que sdo adaptados a um hospedeiro especifico
(Typhi para humanos, Choleraesuis para suinos e o Dublin para bovinos)
(SCHWARTZ, 2000), enquanto outros sorovares afetam um grande ndmero de
hospedeiros, desenvolvendo importante papel na disseminacdo da infeccdo entre
diferentes espécies (HIRSH, 1990). Embora Salmonella Enteritidis e Salmonella
Typhimurium sejam o0s sorotipos mais relacionados com infec¢des humanas (GEIMBA
et al.,, 2004; BOYEN et al., 2008), todos os sorovares isolados de suinos sao

considerados um perigo para saude publica (EFSA, 2006).

2.2. Salmonelose em suinos

Diferentes sorovares podem infectar o suino, mas em geral Salmonella ndo causa
doenca clinica em suinos (SCHWARTZ, 2000; VAN DER GAAG et al., 2004), sendo
poucos sorovares que constituem causa significativa de doenga, como Choleraesuis e
Typhimurium, manifestando-se como doenca sistémica severa (BOYEN et al., 2008).

Os suinos podem recuperar-se totalmente da infeccdo, mas alguns poderédo
permanecer como portadores e excretores intermitentes por meses (WILCOCK &
SCHWARTZ, 1993). Assim, é preciso considerar que a caracteristica intermiténcia na
excrecao fecal de Salmonella permite supor que o numero de animais positivos no lote
possa ser ainda maior que o encontrado pelo isolamento da bactéria a partir de amostras
fecais (NIELSEN et al., 1995).

E na condicio de portadores sadios que 0s suinos representam uma maior
preocupacdo, pois neste estado se comportam como reservatorios de Salmonella e,
consequentemente, disseminadores do microrganismo pelas fezes (EFSA, 2008a),
constituindo a forma mais importante de manutengdo de Salmonella nos rebanhos e de
sua entrada nos frigorificos (SCHWARTZ, 2000).

2.3. Infeccdo dos animais na granja

A disseminacdo de Salmonella pode ocorrer de multiplas formas em uma
propriedade. Nesse sentido, Baggesen et al. (1996) isolaram Salmonella nos dejetos
(34%), fezes (25%), baias (24%), equipamentos (19%) e sistema de ventilacdo (12%),

demonstrando a variedade de fontes de infeccao.
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De forma geral, os resultados de avaliacdo dos fatores de risco identificam
aspectos relativos a higiene e biosseguridade (KICH et al., 2005; SCHWARZ, 2009).
Com isso, um importante fator relacionado com a disseminacdo de Salmonella é a
limpeza e desinfeccéo inadequada das instalagcbes (HIRSH, 1990), o que foi confirmado
por trabalhos que verificaram a presenca residual da bactéria nas instalagdes como
sendo um fator importante para a infeccdo de novos lotes alojados (BELOEIL et al.,
2004; MULLER et al., 2009). Nesse sentido, Dorr et al.(2009) identificaram que de
10% a 20% das baias de terminacdo eram positivas antes de receberem novos suinos.
Assim sendo, a capacidade de Salmonella de sobreviver e multiplicar-se no ambiente e
o ciclo fecal-oral continuo que pode estabelecer-se na granja, demonstram que préaticas
de limpeza e desinfeccao efetivas séo cruciais para a redu¢éo do risco de manutencao do
agente no ambiente (BERENDS et al.,, 1996; RAJIC et al.,, 2002b), sobretudo
considerando que estudos demonstram que Salmonella pode infectar suinos expostos ao
ambiente contaminado apds um periodo de duas horas (HURD et al., 2001;
ROSTAGNO et al., 2003).

Embora Salmonella possa sobreviver por longos periodos no ambiente, 0s
animais portadores sdo 0 maior reservatorio e representam um importante perigo
(BOYEN et al., 2008). Um agravante dessa condicdo e a mistura de lotes de diferentes
origens, que é apontada por diferentes autores como um dos fatores de risco mais
importantes (LO FO WONG et al., 2004; KICH et al., 2005; FOSSE et al., 2009;
SCHWARZ, 2009). Adicionalmente, trabalhos observaram que granjas de terminagéo
que abatem mais de 3500 animais por ano tém um elevado risco de excrecdo fecal,
indicando o tamanho das cria¢des também como fator de risco (GARCIA-FELIZ et al.,
2009). No entanto, outros trabalhos ndo encontraram esta associacdo (VAN DER
WOLF et al., 2001; LO FO WONG et al., 2004), o que pode estar relacionado com o
fato de que o aumento do tamanho do rebanho ndo necessariamente reflete na maior
lotagdo nas baias, bem como granjas maiores podem dispor das condi¢des necessarias
para a implementacdo de efetivas medidas de biosseguranca e boas praticas de manejo
(LO FO WONG et al., 2004). Nesse sentido, 0 manejo dos lotes em sistema todos
dentro-todos fora (LO FO WONG et al., 2004) e o maior nimero de dias de vazio
sanitario (SCHWARZ, 2009) apresentaram efeito protetor contra a infec¢éo.

Outras falhas de biosseguranca, como a auséncia de cerca na granja e auséncia
de controle de roedores (KICH et al., 2005) também sdo apontados como fatores de

risco, bem como o acumulo de dejetos no ambiente da granja, que constitui uma fonte
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potencial de transmissdo de Salmonella, além de atrair roedores e outros animais que
acabam por disseminar a bactéria nas instalacées (SCHWARZ, 2009).

Quanto ao momento da infec¢do dos animais, Salmonella pode estar presente em
todas as fases de producdo. Trabalhos desenvolvidos na Unido Europeia apresentam os
suinos de reproducdo como uma importante fonte de disseminacdo de Salmonella na
cadeia de producdo (EFSA, 2009). Berends (1998) estimaram que entre 1% e 10% da
infeccdo de suinos terminados tem origem ainda nas Unidades de Producéo de Leitbes
(UPLs). Entretanto, em estudos realizados em granjas no sul do Brasil (MULLER,
2005; SCHWARZ et al., 2006; SILVA, L.E. et al., 2006) a fase de terminagéo foi
identificada como ponto critico de difusdo da infecgéo, a exemplo do que foi também
descrito por Letellier et al. (1999) em rebanhos canadenses e Bahnson et al. (2005) em
criacbes nos Estados Unidos. Em pesquisa realizada por Dorr et al. (2009) foi
observado 0 aumento significativo da prevaléncia de Salmonella da creche para o abate,
passando de 6,4% para 56,7%, de 5% para 65% e de 0% para 50%, respectivamente nas
trés granjas avaliadas.

Em diferentes estudos (BERENDS et al., 1998; MULLER, 2005; SILVA, L.E.
et al., 2006) a racdo contaminada foi apontada como sendo um dos veiculos de infec¢do
dos animais. Em trabalho desenvolvido por Benschop et al. (2008) o uso de racdo
comprada foi associado com a soropositividade dos rebanhos e relacionou a associa¢do
ao fato de que essas racdes sdo quase exclusivamente peletizadas, o que corrobora com
outros trabalhos que demonstraram que a ragdo peletizada foi associada com o aumento
do risco de infeccdo dos animais (GARCIA-FELIZ et al., 2009). Nessa linha, Kich et al.
(2005) identificaram o uso de racdo seca, em relagdo a Umida, associada a alta
soroprevaléncia, enguanto em outros trabalhos a racdo na forma liquida, contendo
produtos fermentados, que originam grande quantidade de &cidos orgéanicos, foi
identificada como fator de protecdo a infeccdo (VAN DER WOLF et al., 2001). De
forma adicional, foi observada a estocagem de ingredientes de ragdo desprotegidos de
outros animais, caracterizando-se como fator de risco para a infeccdo por Salmonella
(KICH et al., 2005).

Em relacdo a formulagdo das racdes, tem-se que a utilizacdo de farinhas de
origem animal no preparo das racfes é apontada como principal fonte de introducéo de
Salmonella (NASCIMENTO & SILVA, 1994), embora ingredientes de origem vegetal
também possam servir de fonte de contaminacdo para os alimentos (SCHWARTZ,

2000). Fialho et al. (1985) encontraram 5,8% de amostras de ingredientes de origem
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animal positivas para Salmonella. De acordo com Oliveira (1996), a recontaminagéo
cruzada dos componentes da racdo de origem animal (farinha de visceras, por exemplo)
se da ap6s o processamento, devido as falhas na estrutura como a proximidade da
fabrica com a plataforma de desembarque de frangos para o abate. Outros autores
isolaram Salmonella em diferentes etapas do processo de producdo em fabricas de racéo
para suinos, identificando a recepcao e o armazenamento como criticos (PELLEGRINI
et al., 2009). Assim, a racdo deve ser sempre considerada como potencial veiculo de
Salmonella para os animais (FEDORKA-CRAY et al., 2000).

Considerando as diferentes fontes de infeccdo dos animais na granja e as
elevadas prevaléncias bacteriologicas e soroldgicas detectadas nos rebanhos infectados
(DORN-IN et al., 2009; CARDINALE et al., 2010), verifica-se que a infeccdo por
Salmonella na granja € um importante fator que influencia a contaminagéo das carcacas
ao abate (BAHNSON et al., 2006).

2.4. Infeccdo dos animais durante o transporte e espera pré-abate

A infeccdo de suinos com Salmonella pode ocorrer na granja, entretanto, o
transporte e a espera pré-abate também serdo momentos criticos para a infecgdo dos
lotes (BERENDS et al., 1996; SWANENBURG, 2001d; ROSTAGNO et al., 2010).
Berends et al. (1996), apontam que entre 5 e 30% dos animais podem excretar
Salmonella no periodo final da terminacao e que esta percentagem pode dobrar durante
0 transporte e espera. Assim, considerando que no estudo conduzido por Silva, L.E., et
al. (2006) 28,6% dos animais foram soropositivos e 75% estavam excretando
Salmonella nas fezes quando do inicio da fase de terminagdo, tem-se que o potencial de
amplificacdo da infeccdo nas etapas de transporte e espera pré-abate € muito grande.

De acordo com Williams e Newell (2001), a infecgdo durante o transporte para o
frigorifico ocorre se ndo houver limpeza e desinfeccdo adequadas dos caminhdes, ou
quando existirem animais excretando Salmonella durante o transporte. Trabalhos
demonstraram que o estresse do transporte até o abatedouro reduz a resisténcia do
animal podendo leva-lo a disseminar o microrganismo, contaminando os caminhdes
(WILCOCK & SCHWARTZ, 1993; LAZARO et al, 1997). Nesse sentido, foi
demonstrado por Rostagno et al. (2002b) que 83,3% dos caminhdes amostrados eram
contaminados com Salmonella. Corroborando com estes achados, pesquisa
desenvolvida por Dorr et al. (2009) identificou uma prevaléncia de 100% nos

caminhdes amostrados antes do carregamento dos leitdes para o transporte da unidade
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de creche para a terminagdo e uma prevaléncia variando de 67,7% a 100% antes do
transporte para o abatedouro. Assim, é possivel afirmar que a contaminacéo residual de
caminhd@es utilizados para o transporte de suinos pode influenciar na prevaléncia de
animais positivos nas unidades de terminacdo (DORR et al., 2009) e ao abate (VAN
DER WOLF et al., 1999; DORR et al., 2009).

Os suinos podem tornar-se infectados durante o transporte e na espera pré-abate
devido ao estresse nessas etapas (VYT et al., 2006) em funcdo da mistura com suinos
infectados/excretando e contato com um ambiente contaminado se as baias de espera
ndo foram bem limpas e desinfetadas (BERENDS et al., 1996; SWANENBURG et al.,
2001b). Nesse sentido, pesquisas demonstram que nas baias de espera e areas sujas dos
matadouros a prevaléncia de Salmonella pode ser de até 100% (BOTTELDOORN et al.,
2003).

Assim, trabalhos realizados por Swanenburg et al. (2001a) e Rostagno et al.
(2002a) relatam que o alto nivel de contamina¢do com Salmonella nas baias de espera
pré-abate pode ter efeito significativo no nimero de suinos infectados ao abate, ndo
somente através do efeito da associagdo do estresse, mas também como uma fonte de
infeccdo. Corroborando com esses achados, De Busser et al. (2008) identificaram o
risco de contaminacdo de carcacas na linha de abate em abatedouros onde a presenca de
Salmonella nas baias de espera foi observada. Em estudo mais recente, os resultados
demonstraram que a prevaléncia de Salmonella nas baias de espera variou entre 0% e
100%, determinando que a inadequada limpeza e desinfec¢do, bem como o tempo de
espera caracterizam-se como fatores importantes para a disseminacéo do patégeno (DE
BUSSER et al., 2011).

No entanto, limpeza e desinfeccdo de baias de espera podem unicamente
prevenir a contaminagdo cruzada com Salmonella de outras granjas, mas nao daquelas
ja presentes no grupo (BERENDS et al., 1996). Assim, em grupos de suinos positivos,
0s animais sao quatro vezes mais suscetiveis de (re)infeccdo com Salmonella a partir de
outros individuos do rebanho do que a partir de outros rebanhos (BERENDS et al.,
1997).

Conforme Berends et al. (1998), 90% das novas infec¢des que ocorrem durante
0 transporte sdo causadas pelo mesmo sorovar ja presente no rebanho. Nessa linha,
outro trabalho demonstrou que a maioria das cepas isoladas de amostras de suinos ao
abate pode ser relacionada com cepas isoladas da espera antes do abate (VIEIRA-

PINTO, 2006). Adicionalmente, foi encontrado o mesmo perfil genémico dos isolados
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no contetido cecal e/ou linfonodos mesentéricos nos isolados de caminhdes e baias de
espera, mas ndo nas amostras do ambiente das granjas, ressaltando a importancia do
sistema de limpeza dos caminhdes e destacando o papel das baias de espera na infecgéo
por Salmonella (DORR, 2009). Nessa mesma linha, Letellier et al. (2009) identificaram,
através de andlise de PFGE, que a maioria dos isolados de carcacas eram similares aos
identificados nos animais ou no ambiente pré-evisceracgdo, indicando que atencdo pode
ser dada para regular lavagem e desinfeccdo das areas de espera, particularmente apds o
abate de lotes de rebanhos altamente infectados. Corroborando com esses resultados, De
Busser et al. (2011) também identificaram o mesmo perfil gendmico dos isolados na
area da espera e na cavidade oral dos animais em 95% dos casos, e na area de espera e
carcacas em 52,6% dos casos, confirmando a importancia da espera como fonte

priméaria de Salmonella dos suinos abatidos.

2.5. Importancia de animais portadores de Salmonella ao abate

Estudos tém demonstrado a associacdo entre a infeccdo do animal antes do abate
e a contaminacdo da carcaga (SORENSEN et al., 2004, McDOWELL et al., 2007).
Nesse sentido, os resultados de estudo desenvolvido por Letellier et al. (2009)
demonstraram que carcacas de rebanhos onde mais de 20% dos animais eram
soropositivos tinham cinco vezes maior probabilidade de serem positivas que carcacas
de rebanhos negativos. Adicionalmente, a infeccdo dos tecidos linfaticos (tonsilas e
linfonodos) foi indicada como um importante reservatério de Salmonella e com
importante papel como fonte de contaminagdo durante o processo de abate (VIEIRA-
PINTO et al., 2010). Estudos desenvolvidos no Canad4 demonstraram que quando as
carcacas eram positivas, a maioria dos linfonodos mesentéricos também eram positivos
(75 de 86), sugerindo a transferéncia de Salmonella a partir de tecidos infectados
(LETELLIER et al., 2009). Nesse sentido, a ocorréncia de Salmonella em linfonodos
intactos na carcaga também foi analisada nos trabalhos desenvolvidos por Alves et al.
(1994) e Castagna et al. (2004 a), demonstrando um risco elevado para a satde publica
do abate de animais portadores.

A grande importancia da identificacdo de animais portadores deve-se ao fato de
que os suinos sdo a fonte priméria de Salmonella no abatedouro (EFSA, 2008b) e que
estes podem contaminar o ambiente, 0s equipamentos e as carcacas durante o abate
(WILCOCK & SCHWARTZ, 1993; TEUNIS et al., 2010). Animais carreadores
abrigam Salmonella em seus 6rgdos internos (ALBAN & STARK, 2005), de forma que
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0 corte do intestino ou linfonodos pode resultar em contaminagdo da carcaca e das
carcacas subsequentes (MOO et al., 1980; DE BUSSER et al., 2008).

Estudos demonstraram que ha uma forte correlacéo entre o nimero de animais
carreando Salmonella nas fezes e o nimero de carcacgas contaminadas ao final da linha
de abate. Esta correlacdo reflete uma série de processos incluindo contaminagéo direta,
em que Salmonella que entra no abatedouro em um animal é transferida para a carcaca
originada daquele animal, e contaminagdo cruzada, em que Salmonella que entra no
abatedouro em um animal € transferida em uma ou mais carcacas de animais
anteriormente negativos, por contato direto ou indireto durante o processo (BERENDS
et al., 1997). Corroborando nesse sentido, estudos sugerem que a presenca de
Salmonella no conteudo intestinal pode representar um substancial risco de
contaminagdo das carcacas, justificando cuidado para evitar a ruptura das visceras ou
extravasamento de seu contetdo durante o processo de abate (BAHNSON et al, 2006).
Nessa mesma linha, Swanenburg et al. (2001a) demonstraram o risco potencial de
animais portadores durante o processo, encontrando correlagdo significativa entre
presenca em tonsilas e conteudo intestinal com carcagas positivas na linha de abate.
Botteldoorn et al. (2003) também identificaram significante associacdo entre 0 nimero
de animais que excretava nas fezes e/ou era carreador em linfonodos mesentéricos e o
namero de carcacas contaminadas ao fim da linha de abate. A associagdo entre conteddo
intestinal positivo e linfonodos mesentéricos positivos também foi verificado por
Vieira—Pinto et al. (2006).

No Brasil, hd grande variabilidade na prevaléncia identificada nas diferentes
regides do pais. Em estudo realizado no Rio Grande do Sul, foi demonstrado que a
prevaléncia de suinos portadores assintomaticos de Salmonella em linfonodos
mesentéricos e conteudo intestinal, no momento do abate, foi de 55,6% (BESSA et al.,
2004). Em pesquisa realizada em pequeno abatedouro no Estado de Santa Catarina,
Salmonella foi isolada em 100% (6/6) do conteddo intestinal (SEIXAS et al., 2009). Na
regido Oeste do Estado do Parana, foi verificada uma prevaléncia média de 17,33% (0%
a 30,0%) em linfonodos mesentéricos (SPOLAORE, 2007). Em estudo realizado em
trés diferentes empresas na Regido Sul do Brasil, a frequéncia de isolamento a partir de
linfonodos mesentéricos variou de 62,5% a 85,0% enquanto a soropervaléncia variou
entre 73,8% e 83,2% (SCHWARZ et al., 2009b). Menores prevaléncias foram
encontradas nas regides Sudeste e Centro-Oeste. No Estado de Sdo Paulo a pesquisa

desenvolvida por Teixeira (2006) confirmou o isolamento bacteriano em 23,91% das
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amostras de fezes, carcacas e linfonodos. No Estado de Mato Grosso, houve a
identificacdo de 11,54 % de amostras de tonsilas e 19,39% de linfonodos mesentéricos
positivos para Salmonella (SILVA, M.C. et al., 2009), os menores resultados
encontrados.

Em pesquisa realizada por Sorensen et al. (2004) foi demonstrada forte
associacdo entre a sorologia do rebanho e a prevaléncia de Salmonella encontrada no
contetido cecal e na superficie das carcagas. Para cada 10% de aumento da sorologia do
rebanho, foi observada uma variagdo da chance (odds ratio) de 1,3 para 1,5 no
isolamento de Salmonella. Em pesquisa desenvolvida no Brasil, a chance para
isolamento positivo aumentou 1,5 vezes para cada 25% de aumento na soroprevaléncia
(KICH et al., 2007).

Assim, a diminuicdo da entrada de animais portadores no matadouro € um ponto
crucial entre as medidas de controle de Salmonella de forma que a melhor e mais
permanente solugdo seria produzir animais de abate livres de Salmonella (BERENDS et
al., 1997). No entanto, considerando que a erradicagdo de Salmonella é um objetivo
impraticavel na suinocultura moderna (WEGENER et al., 2003) muitas pesquisas tém
buscado a reducdo do indice de animais portadores, principalmente considerando que
animais positivos podem aumentar o nivel de contaminacdo no abatedouro (DE
BUSSER et al., 2011).

Assim, uma das linhas de pesquisa propostas é a utilizagdo de vacinas
(LETELLIER et al., 2001; HAESEBROUCK et al., 2004), havendo resultado favoravel
em avaliagdo realizada no Brasil, onde foi observada a reducdo de 53% na prevaléncia
em linfonodos e uma diminuicdo de 55% na soroprevaléncia dos animais tratados em
relacdo ao grupo controle (SCHWARZ, 2009). A adicdo de probidticos na racdo dos
animais também tem sido cada vez mais utilizada (NOGUEIRA, 2010), com trabalhos
demonstrando o efeito positivo do uso de cepas de Lactobacillus sp. e Pediococcus sp.
na reducdo do numero de leitdes portadores de Salmonella (CASEY et al., 2007). A
adicdo de mananoligossacarideos na dieta de suinos também foi identificada como
capaz de reduzir a excre¢do de Salmonella, sendo indicada como uma alternativa para
diminuir a contaminacdo ambiental na granja e no pré-abate (CALVEYRA, 2010). O
uso de bacteriofagos também é apresentado como tratamento alternativo para a reducgéo
do niamero de portadores e apresentou resultados positivos em pesquisa realizada em
aves (FIORENTIN et al., 2005). No entanto, em outra pesquisa utilizando a mesma

associacao de fagos, mas em suinos, o protocolo testado ndo foi capaz de controlar a
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infeccdo ou diminuir a excrecdo fecal de Salmonella em animais de terminacgdo
infectados artificialmente (NOGUEIRA, 2010).

Outra forma de prevencdo da contaminagdo cruzada durante transporte, espera e
abate é a indicacdo de que lotes livres de Salmonella deveriam ser separados de animais
provenientes de rebanhos infectados ou com status desconhecidos, uma vez que a
amplificagdo de animais infectados e a maior prevaléncia ao abate aumentam o risco de

contaminagéo da carcaga e produtos em grau semelhante (BERENDS et al., 1996).

2.6. Métodos Diagnosticos

A prevaléncia de infeccdo por Salmonella pode ser estimada pela sorologia ou
pelo isolamento da bactéria (VAN DER GAAG, 2004). A fase zootécnica em que sera
importante determinar a prevaléncia também pode variar, podendo focar nas granjas que
produzem animais para o abate ou nos rebanhos que distribuem fémeas e leitbes para
outras granjas, e que podem contribuir para a disseminagdo de Salmonella
(SANDBERG et al., 2002). Assim, é possivel determinar se as estratégias de controle
de Salmonella serdo intensificadas no pré-abate ou no p6s-abate (ALBAN et al., 2010),
sobretudo considerando que controlar a prevaléncia de Salmonella na producéo primaria
pode ter um impacto benéfico na qualidade microbiol6gica das carcacas e da carne,
porém tem um custo elevado (EFSA, 2008b).

A sorologia do rebanho e a pesquisa do agente em conteldo cecal séo
apropriados para monitorar Salmonella no pré-abate, enquanto suabes de carcaca sao
mais apropriados para o monitoramento pos-abate, refletindo a prevaléncia do rebanho e
o efeito do abatedouro (SORENSEN et al., 2004). No entanto, estudos demonstraram
que amostras de contetdo cecal e linfonodos mesentéricos também podem ser
considerados para uma melhor estimativa da prevaléncia de Salmonella ao abate
(ROSTAGNO, 2006). Adicionalmente, pesquisas tém demonstrado que o status
soroldgico do rebanho ou do lote nem sempre é correlacionado com a contaminagéo das
carcacas (ROSSEL et al., 2008).

2.6.1. Isolamento

Os testes bacterioldgicos indicam se Salmonella esta presente na amostra colhida
(CHRISTENSEN & RUDEMO, 1998). Assim, a baixa sensibilidade de uma Unica
amostra para detectar Salmonella (BAGER & PETERSEN, 1991 Apud VAN WINSEN

et al., 2001) e a excregdo fecal intermitente de baixo numero de Salmonella por
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portadores sem sinais clinicos (GALLAND et al., 2000) podem representar uma
limitacdo da técnica, podendo haver resultados falso negativos (EFSA, 2008a). Além
disso, algumas células de Salmonella podem estar injuriadas pelo processamento ou
condi¢bes ambientais, dificultando o crescimento em meios de cultura (VARNAM &
EVANS, 1991).

Diferencas nos resultados podem ser causadas, ainda, pelo tipo de amostra
(colhida na granja ou no frigorifico), delineamento de amostragem (volume e nimero de
coletas), e procedimentos de diagnostico (pools e método de cultivo) (VAN DER
WOLF et al., 2001). Ocorre, ainda, que a presenca de bactérias interferentes nas
amostras, pode mascarar a presenca de Salmonella nas amostras (FIERENS &
HUYGHEBAERT,1996).

Assim, com o intuito de aumentar a probabilidade de isolamento, adota-se uma
metodologia que consiste em trés etapas: pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo e
isolamento em meio solido. O pré-enriquecimento tem o objetivo de recuperar as
células injuriadas. O enriquecimento seletivo visa inibir a microbiota acompanhante e
promover a elevacdo do nimero de Salmonella, enquanto o isolamento em meio sélido
seletivo tem por objetivo promover o desenvolvimento preferencial de col6nias de
Salmonella, com caracteristicas tipicas para posterior confirmacdo bioquimica e
sorologica (VARNAM & EVANS, 1991; MICHAEL, 2003).

Por conta dessas multiplas etapas, a técnica de analise microbioldgica
convencional é demorada, podendo demandar de cinco até sete dias. Sdo ainda
trabalhosas, devido a necessidade de muitos reagentes e vidraria, principalmente se for
processado um grande nimero de amostras, como as que sdo exigidas na industria de
alimentos. Neste caso, a técnica, apesar de confiavel, se mostra de baixa praticidade,
principalmente para a rotina de inspecdo sanitaria, a qual necessita de resultados rapidos
e seguros para liberar, ou ndo, os lotes para consumo (VON RUCHTER, 2006). Assim,
varios estudos tém sido realizados avaliando alternativas de diagndstico, como Reacédo
em Cadeia da Polimerase (PCR) e Ensaios Imunoenzimaticos de deteccdo, que possam
permitir o diagndstico mais rapido e preciso (YOSHIMASU et al., 2001; WU, CHIH-
CHUAN et al., 2003; FUNK et al., 2005; MACIOROWSKI et al., 2006; NOWAK et
al., 2007; MAGLIULO et al., 2007). Também, em ocasies em que o numero de
bactérias é muito baixo, podendo impedir sua identificacdo (McCABE et al., 2011) ou

quando as bactérias ndo podem ser cultivadas para o isolamento (PETERSSON et al.,
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2010), técnicas de deteccdo molecular podem ser utilizadas para o diagndstico de
Salmonella (HERRERA-LEON et al., 2007; McGUINNESS et al., 2009 ).

2.6.2. Sorologia

Um dos elementos de um programa de controle é a rapida e correta identificacéo
de rebanhos com alta soroprevaléncia (ALBAN et al., 2002). Assim, se 0 objetivo for
identificar rebanhos que foram expostos a Salmonella, a sorologia pode ser aplicada ao
invés da analise microbioldgica de amostras fecais (SANDBERG et al., 2002).

Para tanto, nas plantas de abate, a classificacdo da soroprevaléncia do rebanho de
origem deve ser conhecida na entrega dos animais ao abatedouro (NOWAK et al.,
2007), podendo ser utilizada no manejo da higiene na linha de processamento
(CHRISTENSEN & RUDEMO, 1998). Isto é possivel, pois de forma geral suinos em
um grupo sao abatidos sucessivamente, ndo havendo mistura de animais dentro do
grupo ou entre grupos (VAN DER GAAG et al.,, 2004). Outros autores também
compartilham a ideia de que abater rebanhos livres de Salmonella separadamente de
rebanhos infectados pode ser Gtil para reduzir a contaminagdo de carcagas. Isto foi
demonstrado por estudos em que suinos de rebanhos livres de Salmonella apresentaram
niveis de contaminacao pos-abate menores que aqueles oriundos de rebanhos infectados
(SWANENBURG et al., 2001c).

Na Dinamarca, uma das bases do controle da Salmonella tem sido o teste de
ELISA, constituido de uma mistura de lipopolissacarideos (LPS) extraidos de S.
Typhimurium e S. Choleraesuis, por serem 0s mais prevalentes naquele pais
(MOUSING et al., 1996). Em estudos realizados no Brasil, Kich et al. (2007)
concluiram que um ELISA indireto desenvolvido a partir do sorovar Typhimurium, que
possui antigenos comuns aos sorovares prevalentes na Regido Sul do Brasil (BESSA et
al., 2001) apresenta-se como uma ferramenta adequada para a determinacdo da
severidade da infeccéo e identificacdo dos fatores de risco associados.

Desta forma, o uso do teste de ELISA para estabelecer a soroprevaléncia de
Salmonella em granjas de suinos tem vérias vantagens, podendo-se destacar a maior
sensibilidade e a fécil padronizacdo entre estudos e paises (VAN DER WOLF et al.,
2001). Os esforgos no sentido de padronizar o teste, no entanto, ndo tém sido exitosos.
Maior exemplo disso € o fato de que os dados de monitoramento realizado por Estados
Membros da Unido Europeia ndo puderam ser comparados devido as diferencas dos

testes empregados nas analises (EFSA, 2008a).
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No entanto, esta ferramenta também apresenta limitaces. O teste de ELISA
fornece indicios da ocorréncia de infecgdo por Salmonella em um animal nos 30 aos 120
dias antes da coleta da amostra (GALLAND et al., 2000) sendo o periodo de
soroconversao é de aproximadamente duas semanas (VAN DER WOLF et al., 2001,
VAN DER GAAG et al., 2004). Esta caracteristica impede que o teste possa ser
utilizado para determinar a prevaléncia em um curto espaco de tempo (HURD et al.,
2002b), pois nem sempre representaria o status atual do rebanho (SWANENBURG et
al., 2001d). Assim, um rebanho pode ser sorologicamente negativo, mas todos 0s suinos
amostrados apresentarem-se positivos para Salmonella no isolamento bacteriol6gico
(BOTTELDOORN et al., 2003) e, assim, contaminarem a linha de abate e outras
carcacas. Isto decorre de infeccdes recentes, que ndo serdo detectadas pela sorologia,
como € o caso dos animais que tenham se infectado durante o transporte ou periodo de
espera antes do abate (FEDORKA-CRAY et al., 1994). Este fato foi verificado em
estudo que observou um indice de isolamento maior que a prevaléncia sorolégica em
lotes de suinos, sugerindo a infecgdo imediatamente antes do abate (SWANENBURG et
al., 2001c). Outros autores também observaram a presenca de animais positivos no
isolamento de Salmonella e que eram soronegativos (BOTTELDOORN et al., 2003;
SILVA, L.E. et al., 2006).

Outra limitagdo do ELISA é ndo poder ser utilizado como teste individual, uma
vez que nem todos 0s suinos soroconvertem imediatamente apds inoculagdo ou
enquanto excretam Salmonella nas fezes. Isto foi demonstrado em estudo no qual a
soroconversdo iniciou no sétimo dia pds-inoculagdo, porém no 22° dia p6s-infeccédo, 3%
dos animais ainda ndo haviam soroconvertido (NIELSEN et al., 1995). Outro aspecto
dos testes soroldgicos, que diz respeito ao fato que diferentes testes de ELISA variam
em sensibilidade de acordo com os antigenos incluidos no teste (VAN WINSEN et al.,
2001).

Porém, observa-se que, diferente da excrecdo intermitente de Salmonella nas
fezes, niveis de anticorpos no soro ndo flutuam diariamente (GALLAND et al., 2000),
de forma que a estabilidade da resposta imune permite detectar animais portadores que
possam ter entrado em contato com a bactéria (NIELSEN et al., 1995), embora um
animal portador possa tornar-se sorologicamente negativo (VAN DER GAAG et al.,
2004).

A associacgdo entre o status sorolégico do animal e o isolamento de Salmonella
foi demonstrada em diferentes trabalhos (BAUM et al., 1997; BURKHART et al.,
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1997; STEGE et al., 2000; ALBAN et al., 2002; KRANKER et al., 2002; RAJIC et al.,
2002a). Exemplo dessa associagdo € o estudo desenvolvido por Letellier et al. (2009)
onde foi observado que, quando a sorologia dos animais era positiva, as carcagas foram
positivas em 67% dos casos (122 de 183), indicando que o status soroldgico positivo é
fortemente correlacionado com o status positivo das carcacas. No entanto, uma questéo
central é a forma como interpretar a associacdo entre sorologia e isolamento, pois 0s
resultados sorologicos de um rebanho podem ser interpretados diferentemente,
conforme o ponto de corte aplicado ao validar o teste (ALBAN et al., 2002;
HAUTEKIET et al., 2006; CORTINAS-ABRAHANTES et al., 2009). Portanto, as
estimativas de prevaléncia de Salmonella obtidas por sorologia e isolamento podem
diferir (STEGE et al., 2000), como demonstrado nos estudos de Fedorka-Cray et al.,
(1997) e Silva, L.E. et al., (2006).

Rebanhos suinos podem ser classificados como negativos/positivos para
Salmonella baseado nos resultados do ELISA, utilizando amostras de sangue coletadas
na linha de abate. Pode-se, ainda, combinar o resultado do isolamento a partir de
tonsilas, linfonodos e conteudo intestinal, gerando informagbes sobre a infecgdo na
granja, durante transporte e na espera (SWANENBURG et al., 2001c), o que pode
auxiliar também na deteccdo de excretores latentes (HURD et al., 2002a). Estas
observagdes indicam que, coletando-se mais do que uma amostra por animal, aumenta-
se a chance de detectar um suino positivo (SWANENBURG et al., 2001c; HURD et al.,
2002a).

No programa de controle dinamarqués de Salmonella, é assumido que rebanhos
com uma alta porcentagem de suinos soropositivos ao abate tém uma elevada
probabilidade de apresentarem suinos infectados por Salmonella e, dessa forma, uma
alta proporcdo de animais excretores (CHRISTENSEN et al., 1999). No entanto,
estudos indicam que a soroconversdo nao prediz a probabilidade de que Salmonella
esteja presente nas carcagas no momento do abate (FEDORKA-CRAY et al., 1997),
enquanto outros concluem que a prevaléncia bacterioldgica encontrada no frigorifico
ndo é um bom indicativo da real prevaléncia de rebanho (VAN DER WOLF et al.,
1999). Ocorre ainda, que estudos tém relatado a variabilidade da capacidade dos
abatedouros em lidar com os animais positivos para Salmonella (SORENSEN et al.,
2004; DE BUSSER et al., 2011), de forma que esta particularidade deve ser
considerada, pois pode interferir na identificacdo da associacdo entre a sorologia do

rebanho e a prevaléncia de isolamento nas carcacas (SORENSEN et al., 2004).
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2.6.3. Quantificacéo

Geralmente as amostras de alimentos sdo submetidas a métodos de deteccédo de
Salmonella, mas protocolos de quantificagdo ndo sdo rotineiramente utilizados
(BOROWSKY et al., 2007).

Indicadores como a contagem de heterotroficos aerébicos podem ser utilizados
para determinar a carga microbiana geral de um alimento. Outra técnica para a
quantificacdo dos microrganismos em amostras de alimentos é o Método do NUmero
Mais Provavel, que consiste de dilui¢des seriadas das amostras em meios de cultura
apropriados. Observa-se que os trabalhos que utilizam este método, apresentam
variacdes nos protocolos de preparacdo das amostras (SINELL et al., 1990; ESCARTIN
et al., 1995; DUFRENNE et al., 2001). O trabalho realizado por Prendergast et al.
(2009) demonstrou a quantificagdo de Salmonella em produtos suinos variando entre
<0,30 a 2,10 NMP/g. Em trabalho conduzido no Sul do Brasil foram testados dois
protocolos e encontradas contagens variando entre <3 e 240ufc /g™ nas amostras de
carne suina moida analisadas (BOROWSKI et al., 2007).

Assim, considerando que o abate consiste de uma linha onde as carcagas sdo
submetidas a varios processos onde pode haver 0 aumento ou reducdo da contaminagéo
por Salmonella nas carcagas (EFSA, 2010), a quantificacdo nas amostras isoladas tem

especial valor na Andlise de Risco destas etapas.

2.6.4. Avaliacdo genotipica

A identificacdo dos diferentes sorotipos isolados a partir das mais variadas
origens, como granja, transporte e abatedouro, busca determinar a origem da infecéo
e/ou contaminacdo por Salmonella. No entanto, estudos tém demonstrado a
predominéancia de certos sorotipos, como S. Typhimurium e S. Derby nos rebanhos
suinos (SORENSEN et al., 2004; VYT et al., 2006; EFSA, 2008b; EFSA, 2009). Dessa
forma, melhor avaliacdo epidemioldgica dos subgrupos faz-se necesséria, a fim de que
se possa determinar os fatores de risco e as cadeias de transmissao.

A macro-restricdo do DNA total, seguida de eletroforese em campo pulsado -
“Pulsed-field Gel Eletrophoresis” (PFGE) possui elevado poder de diferenciagdo e por
isso tem sido considerada uma técnica padrdo de tipificacdo molecular (OLIVE et al.,
1999) para classificacdo e rastreamento da origem de isolados (WONDERLING et al.,
2003), através da deteccdo de relacdo clonal (BOUVET et al., 2002). Por este motivo,
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tem grande valor epidemioldgico na diferenciacdo de linhagens patogénicas e no
monitoramento de sua propagacao na populagéo.

O principio do PFGE ¢ a utilizacdo de uma técnica especial de eletroforese para
separar grandes fragmentos cromossdmicos gerados pela clivagem do DNA
cromossémico com enzimas de restricdo de corte raro (SALYERS, 1994 APUD
BESSA, 2006). A técnica utiliza equipamento especifico onde a polaridade da corrente
elétrica € alternada em intervalos pré-determinados, propiciando a migracdo de
fragmentos de alto peso molecular (10 a 800Kb). Os padrdes resultantes sdo altamente

especificos para linhagens de uma variedade de organismos (OLIVE et al., 1999).

2.7 Contaminacao das carcacas durante o processo de abate

A espera pré-abate e a alta contaminagdo do ambiente do matadouro sao,
provavelmente, as maiores fontes de contaminacdo por Salmonella antes do abate
(HURD et al.,, 2001; SWANENBURG et al., 2001b). Botteldoorn et al. (2003)
demonstraram que Salmonella estava presente nas amostras de ambiente de todos 0s
matadouros pesquisados, variando entre 33 e 75%, e concluiram que a alta positividade
de carcacas presente j& no inicio do abate, em um dos frigorificos estudados, foi
provavelmente devido a continua fonte de contaminacdo ambiental. Assim, carcacas
positivas resultam de dois parametros: o status-Salmonella dos animais entregues e a
higiene do ambiente (BOTTELDOORN et al., 2003).

Em muitos casos, a diversidade de Salmonella no ambiente do abatedouro reflete
a microbiota dos suinos que foram entregues naquele dia (SWANENBURG et al.,
2001c; BOTTELDOORN et al., 2003). Outra parte da microbiota do ambiente reflete a
microbiota dos suinos entregues ao longo do tempo, ndo sendo isolados dos animais
abatidos naquele dia, representando a microbiota residente do frigorifico
(SWANENBURG et al., 2001c).

A contaminagdo cruzada a partir do ambiente pode ocorrer via pessoal ou
equipamentos, formando complexos ciclos de Salmonella entre suinos infectados e o
ambiente do abatedouro, 0 que acaba sendo determinante para a origem e prevaléncia da
contaminag&o nas carcacas (BOTTELDOORN et al., 2004). Botteldoorn et al. (2003)
observaram que 25% das amostras das linhas de abate apresentaram-se positivas antes
do inicio das atividades e 86% durante as atividades. Nesse sentido, o dia de
amostragem também foi identificado como um risco significativo para 0 ambiente do

abatedouro, onde os dados de trabalho sugerem progressiva reducdo na higiene do



34

abatedouro no final da semana (McDOWELL et al., 2007). Por outro lado, o isolamento
de Salmonella do ambiente antes de iniciar as atividades é um indicativo de ineficiéncia
da higienizagdo (BOTTELDOORN et al., 2003).

A presenga de patogenos nas fezes de um suino pode contaminar varias carcagas
subsequentes (LETELLIER et al., 2009), ocasionando a contaminacgdo cruzada desde o
ambiente do abatedouro até as carcagas (BOTTELDOORN et al., 2004). Em seu estudo,
Botteldoorn et al. (2003) estimaram que 29% da contaminacdo de carcagas foi cruzada.
Em outro estudo, os resultados demonstram que o isolamento de Salmonella nas
carcacas apo6s o abate foi parcialmente causado por rebanhos infectados que foram
abatidos antes e parcialmente por microbiota residual do abatedouro (SWANENBURG
et al., 2001d). Nesse sentido, estudos indicam que animais infectados sdo mais
propensos a originar carcacas contaminadas (BERENDS et al., 1997; EFSA, 2008b).
Outro ponto a ser considerado é a limpeza dos animais ao entrarem para o abate.
Pesquisa desenvolvida no Canada identificou este fator de risco como
significativamente associado a presenca de Salmonella nas carcagas e sugeriu que a
lavagem dos animais antes do abate pode reduzir os niveis de contaminagdo da pele
(LETELLIER et al., 2009). Estes resultados sdo compartilhados pelo estudo de Vieira-
Pinto et al. (2006) cuja ocorréncia de contaminacdo cruzada foi detectada, uma vez que
um gendtipo identificado em diferentes suinos abatidos no mesmo dia foi encontrado
em carcagas positivas.

Embora para alguns estudos o risco de ocorréncia de contaminacao tenha sido o
mesmo nas diferentes etapas avaliadas no processo de abate (Figura 1) (LIMA et al.,
2004), alguns estagios do abate sdo apontados com tendo pequeno ou nenhum impacto
na contaminacdo por Salmonella, enquanto outros sdo reconhecidos como altamente
relevantes (EFSA, 2010). Durante estes estagios, as carcagas podem ser contaminadas
com fezes e bactérias podem espalhar-se por toda carcaca e para carcagas subsequentes
(BORCH et al., 1996).

Um grande nimero de suinos é usualmente escaldado no mesmo volume de dgua
do tanque de escaldagem, que rapidamente torna-se contaminada com sujidades, fezes,
ingesta e bactérias carreadas pelos suinos. (BOLTON et al., 2003). Assim, se patdgenos,
incluindo Salmonella, sobreviverem na &gua da escalda, essa etapa pode aumentar
significativamente o risco de contaminacdo de carcagas (HALD et al., 1999). Nesse

sentido, pesquisa realizada por Letellier et al. (2009) identificou a agua da escalda como
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sendo um dos fatores de risco significativamente associados com o status Salmonella

das carcagas ao final do processo de abate.
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Figura 1. Diagrama da linha de abate de suinos, da recepgdo dos animais ao
resfriamento das carcagas.
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No entanto, o risco de contaminagdo via 4gua da escalda pode ser minimizado se
a temperatura da agua for suficientemente alta (BOLTON et al., 2003). Trabalhos tém
apontado que a reducdo de bactérias durante a escalda é dependente das condi¢Bes de
tempo-temperatura utilizadas (BORCH et al., 1996; EFSA, 2010). No estudo de Pearce
et al. (2004) foi demonstrado que ndo ha recuperacdo de Salmonella das amostras de
agua do tanque de escalda, quando a temperatura durante o processamento for de no
minimo 61°C. Nessas condi¢des foi observado o decréscimo da presenca de Salmonella
nas carcacas de 31% para 1%. Botteldoorn et al. (2003) também demonstraram que as
amostras de &gua da escalda obtidas durante o abate nunca foram positivas. Nesses
casos, a temperatura da &gua da escalda durante as atividades foi mantida entre 60 e
62°C.

Durante o processo de depilagdo, material fecal pode ser espalhado na superficie
das carcacas (BORCH et al., 1996) de forma que o equipamento de depilacdo pode ser
uma significativa fonte de contaminacdo (DAVIES et al.,1999; EFSA, 2010). Assim,
em outro estudo, Berends et al. (1997) estimaram que de 5 a 15% de toda contaminagéo
de carcagas ocorre durante a depilacdo, de forma que a inadequada limpeza da
depiladora caracteriza um fator de risco muito importante. A implicacdo da depiladora
também pbde ser observada em um estudo onde houve um aumento no ndmero de
carcagas contaminadas ap0s a depilacdo, passando de 1% apés a escalda para 7% apos
depilacio, com aumento da contagem na ordem de 2.0 log;o UFC.cm? (PEARCE et al.,
2004).

Embora as carcagas possam sofrer recontaminagéo durante a depilacéo, a etapa
seguinte do processo de abate, a flambagem, apresenta significativo efeito na reducéo
do nimero de bactérias (BORCH et al., 1996), sendo considerado o mais efetivo estagio
para a inativacdo microbiana (EFSA, 2010). O processo de flambagem reduz
significativamente o nivel de contaminacdo superficial, embora a bactéria possa
sobreviver em dobras profundas da pele (base e orificio dos ouvidos) e nos foliculos dos
pelos (BERENDS et al., 1997). Alban et al. (2005) afirmaram que a flambagem ¢é a
Unica etapa no processo de abate, onde Salmonella pode ser removida.

Como resultado da flambagem, dados demonstraram uma redugéo na presenca
de Salmonella de 7% para 0%, com uma reducdo na contagem de 2.5 logy, UFC.cm?
(PEARCE et al., 2004). Estes achados confirmam que poucos microrganismos presentes
na pele dos animais sobrevivem a flambagem (BERENDS et al., 1997). Porém, o efeito

da flambagem é dependente do tempo de exposi¢do no equipamento e da temperatura a
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qual a carcaca é submetida (EFSA, 2010), de tal forma que para ser um Ponto Critico de
Controle numa futura Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle - APPCC, sera
necessario padronizar este processo (PEARCE et al., 2004).

Apesar da eficiéncia desta etapa, é relatada a recontaminacdo durante a etapa
subsequente de polimento, o que pode ser atribuido ao equipamento, que é de dificil
higienizacdo (BORCH et al., 1996). Assim, uma segunda etapa de flambagem apos o
polimento pode ser Util para evitar que contaminagdo entre na area limpa do abatedouro
(DE BUSSER et al., 2011).

Segundo Berends et al. (1997), a evisceragdo inadequada € um dos fatores de
risco mais importantes, sendo inclusive apontada como um ponto critico de controle
(BOTTELDOORN et al., 2004). Dessa forma, o potencial risco de contaminacdo ao
abate pode ser aumentado por técnicas incorretas de evisceracdo (VIEIRA-PINTO et
al., 2006), tais como o extravasamento de material fecal e ou perfuragdo durante o
manuseio (EFSA, 2010). Assim, o corte do intestino ou linfonodos pode resultar em
contaminagdo das carcacas e das carcagas subsequentes (DE BUSSER et al., 2008).
Cerca de 55 a 90% da contaminagdo de carcagas ocorre durante a evisceragao
(BERENDS et al., 1997), indicando a importancia de boa higiene do processo de abate,
uma vez que trabalhos tém indicado que carcagas derivadas de suinos com linfonodos
negativos podem sofrer contaminagdo cruzada a partir de outras carcacas e do ambiente
(EFSA, 2008Db).

Aguas residuais também sdo apontadas como possivel veiculo de Salmonella,
uma vez que a cabega e partes da carcaga podem entrar em contato com a umidade ou
agua que escorre a partir de areas contaminadas durante o processamento (BERENDS et
al., 1997). Ao lado disto, aerossois gerados no enxague das carcagcas na evisceracdo
podem também funcionar como veiculo de transmissdo de bactérias para as carcacas
(BOTTELDOORN et al., 2004). Nesse sentido, estudo identificou a lavagem final como
responsavel pelo aumento na contagem bacteriana para entre 3.6 e 3.8 log UFC.cm?
(BOLTON et al., 2002).

Pode-se observar que da fase da evisceracdo até o resfriamento pode ocorrer a
inversdo do status das carcacas, dependendo do perfil de risco do abatedouro. Uma
carcaga originada de um suino infectado pode ser livre de Salmonella se a evisceragéo
for conduzida cuidadosamente, sem contaminar a carcaca. Por outro lado, 0s suinos
livres de Salmonella podem resultar em carcagas positivas pela contaminagdo cruzada a

partir de outras carcagas ou equipamentos (VAN DER GAAG et al., 2004). Isto pode
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ser explicado pelo fato de que na area limpa do abatedouro nenhuma etapa esta
disponivel para a reducdo da contaminacdo das carcacas (DE BUSSER et al., 2011).
Assim, melhorar a desinfeccdo de equipamentos podera reduzir a probabilidade de
contaminacgdo durante a evisceracdo (ALBAN et al., 2005), de forma que se 0 processo
de abate € bem conduzido, suinos com a presenca de Salmonella no trato gastrintestinal
teoricamente ndo irdo resultar em carcagas positivas (SWANENBURG et al., 2001c).
Nesse sentido, foi observada variagdo entre abatedouros, sugerindo que melhores
praticas de higiene podem reduzir a prevaléncia de Salmonella em carcacas (ALGINO
et al., 2009; BAPTISTA et al., 2010). Isto é de grande importancia uma vez que
carcacas contaminadas ndo serdo reconhecidas durante a inspecdo veterinaria apos o
abate (SWANENBURG et al., 2001c) e consequentemente todos 0s estagios posteriores
poderdo amplificar a contaminacao dos produtos (DELHALLE et al., 2009).

O abate sanitario pode reduzir a prevaléncia, mas ndo previne totalmente a
contaminagdo das carcagas por Salmonella (GOLDBACH et al., 2006). Isto ocorre
porque a recontaminagdo de carcagas suinas durante o abate, embora indesejavel, é
inevitivel e ocorre em toda a linha de abate, persistindo nos processos subsequentes
(HUFFMAN et al., 2002). Assim, para melhorar a seguranca dos alimentos, diferentes
procedimentos de intervencdo podem ser adotados nos abatedouros. Dentre eles, a
optimizagdo da higiene do abate e a descontaminagdo de carcacas, fisica e quimica,
podem ser empregados (MORILD et al., 2010), sobretudo nos casos onde a prevaléncia
de patdgenos em carcacas deve ser reduzida a niveis ndo obtidos por melhora na higiene
do abate e intervencdo em nivel de granja (LAWSON et al., 2009)

Lavagem com &gua quente é rotineiramente utilizada nos abatedouros e tem
mostrado ser efetiva na remogdo de contaminantes fisicos/visiveis (SOFOS et al., 1998).
A técnica implica na exposicao das carcacas a elevadas temperaturas, acima de 80°C por
15s em uma cabine para reduzir a concentragdo de bactérias nas carcacas. O método é
utilizado na Dinamarca em abate de suinos originarios de granjas com elevado nivel de
Salmonella (LAWSON et al.,, 2009). Resultados de estudos demonstraram uma
significante reducdo na contagem microbiana em carcagas suinas apds tratamento por
vapor (PIPEK et al., 2006). Uma desvantagem da metodologia € o gasto excessivo de
agua e energia, bem como a necessidade de investimento na cabine de descontaminagéo
(LAWSON et al., 2009). Outras tecnologias de tratamento fisico séo a do VVacuo-vapor
e 0 Vapor-ultrassom. A primeira estd aprovada na Dinamarca para a remocao de

contaminagdo fecal visivel. O vacuo remove o material fecal e o vapor inativa a
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contaminagdo bacteriana no ponto de aplicagdo, podendo ser aplicada antes da
evisceragdo ou apds a divisdo da carcaca. A segunda consiste em um jato de vapor a
130°C através de um apito que gera um som de alta frequéncia (30 —40KHz). O
mecanismo de acdo consiste em que 0 vapor mata 0S microrganismos enquanto o
ultrassom aumenta o acesso a bactéria, removendo o efeito protetivo do ar na superficie
(LAWSON et al., 2009). A eficiéncia destes tratamentos depende da temperatura e
tempo de duracdo (MORILD et al, 2010). Apesar das diferentes tecnologias
disponiveis, os resultados de pesquisa desenvolvida por Gill et al. (2003) sugerem que a
maxima reducdo de bactérias nas carcacas pode ser obtida por lavagem e pasteurizacéo,
sem outros tratamentos que s@o rotineiramente aplicados em carcacas.

A descontaminacao quimica envolve a aplicacdo de uma substancia quimica em
uma etapa durante o processo de abate. As substancias que tém sido extensivamente
estudadas sdo os acidos organicos (latico, acético, citrico, fuméarico) (HUGAS et al.,
2008), que sdo frequentemente usados como uma intervencao econémica e eficiente
para reduzir o numero e prevaléncia de bactérias patogénicas em alimentos
(RAJKOVIC et al., 2010). Outras substancias usadas para descontaminagdo de carne
incluem Cloro, fosfato trissodio, cloreto de sodio acidificado e peroxiacidos (HUGAS et
al., 2008). O acido latico é encontrado na forma de uma solucdo a 2% aplicada na
superficie das carcacas antes do resfriamento (LAWSON et al., 2009) e pesquisas tém
demonstrado o efeito na reducéo da contagem e prevaléncia de patdgenos alimentares e
da carga microbiana da carcaca (HUFFMAN et al., 2002). Carpenter et al. (2010)
demonstraram que apenas &cido latico resultou em algum acréscimo no nivel de
descontaminacdo em relagdo a lavagem somente com &gua e que o &cido acético
apresentou atividade residual para prevenir o crescimento de patégenos. Em condigdes
laboratoriais, os resultados da utilizacdo de solucéo de &cido latico a 2% a 55°C por 5
segundos sugere uma reducdo de aproximadamente 1.5log UFC.cm2
(CHRISTIANSEN, 2008 APUD LAWSON et al., 2009). Contudo, as mudangas na
microbiota natural da carne causadas pela descontaminagdo trazem riscos como 0
aumento da tolerancia dos patogenos ao acido (RAJKOVIC et al., 2010) e o aumento do
crescimento devido a reducéo da competigdo com a microbiota (HUGAS et al., 2008).

Outras tecnologias de descontaminacdo tém sido estudadas. Dentre elas,
encontramos 0 uso de algumas bactérias que podem produzir bacteriocinas, que séo
compostos proteinaceos antimicrobianos que tém efeito letal ou bacteriostatico em

outros microrganismos. A bacteriocina mais estudada é a nisina, que é produzida pelo
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Lactobacillus lactis subsp. lactis e é efetiva contra bactérias Gram-positivas. (HUGAS
et al., 2008). O congelamento e estocagem a baixas temperaturas também sdo
apresentados como alternativas por reduzirem a prevaléncia e nimero de contaminantes
em produtos carneos (HUGAS et al., 2008). Corroborando com essa opinido, Algino et
al. (2009) identificaram o efeito positivo do aumento do tempo de resfriamento das
carcagas antes do processamento (de um dia para dois) sobre a prevaléncia de
Salmonella. O uso de bacteriofagos também tem sido demonstrado experimentalmente
para reducdo de C. jejuni e Salmonella Enteritidis na pele de frangos (ATTERBURY et
al., 2003; GOODE et al., 2003). Estudos tém observado o efeito positivo de tratamentos
com radiagdo no controle microbiano e de formagdo de aminas biogénicas (MIN et al.,
2007). Por fim, a contagem viavel total das amostras tratadas foi reduzida em 0.96log e
1.3log com o uso de spray com sal e combinacdo de sais, respectivamente,
demonstrando ser adequada para a extensdao do tempo de prateleira e melhoria da
qualidade sensorial e microbiol6gica da carne (LATHA et al., 2009).

A combinagdo de técnicas pode ter efeito sinérgico na inibi¢cdo do crescimento
ou redugdo da prevaléncia e contagem de contaminantes das carcacas (HUGAS et al.,
2008). Nessa linha de pensamento, resultados demonstraram que multiplas intervencdes
sequenciais sdo mais eficientes na reducdo de bactérias na superficie das carcacas do
que uma Unica intervencao isolada (KOOHMARAIE et al., 2005). Corroborando com
esta afirmacdo, trabalhos demonstraram que o uso de vapor e spray de acido latico foi
efetivo em reduzir a contagem microbiana na superficie de carcacas suinas e inibir o
crescimento microbiano durante a estocagem (PIPEK et al., 2006).

No entanto, h4 de se considerar que embora a descontaminacdo de carnes ou
carcacas possa ter um efeito na reducdo do nimero de patdgenos, a recontaminagdo com
outros patdgenos durante o corte ou embalagem pode resultar em maior crescimento nos
produtos descontaminados que nos ndo tratados, devido a perda de competicdo dos
microrganismos nao patogénicos (NISSEN et al., 2001). Nesse sentido, pesquisas mais
recentes tém demonstrado a descoberta de mudancas nas propriedades das bactérias em
aderir & pele apds descontaminacdo, podendo potencialmente impactar em
contaminag&o cruzada na linha de processamento da carne (MORILD et al., 2010).

Em relacdo ao emprego de descontaminantes, verifica-se que estas estratégias
sdo bem estabelecidas para bovinos e frangos, mas ndo muito utilizadas para suinos

(HUGAS et al., 2008), com um limitado nimero de estudos descrevendo o efeito de
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descontaminag&o nessa espécie (MORILD et al., 2010) e ndo é pratica comum na Unido
Europeia (LAWSON et al., 2009).

Além disso, ha as limitagbes legais da aplicacdo destes tratamentos. Embora a
maioria das substadncias quimicas tenham sido sugeridas e autorizadas como
intervencgdes nos Estados Unidos, elas ndo sdo permitidas na Unido Europeia (HUGAS
et al., 2008). Apesar de no ano de 2004 a Unido Europeia ter fornecido base legal para
permitir o uso de substancias que ndo agua potavel para descontaminar produtos de
origem animal, métodos quimicos necessitam ser aprovados pela European Food Safety
Authority — EFSA (EU, 2004). Exemplo disso é que a utilizagdo de &cido latico ainda
ndo foi autorizada em plantas processadoras de carne na Unido Europeia, pois néo foi
positivamente avaliada pelo Comité da EFSA devido a documentacdo insuficiente
(EFSA 2006a). Embora a legislagdo brasileira, no momento, permita a utilizacdo de
tratamentos quimicos para a descontaminacdo de carcacas de animais, a Circular
640/2004 (BRASIL, 2004) proibe essa pratica nos estabelecimentos exportadores,
independente do mercado de destino dos produtos, visando atender a legislagdo dos
paises de destino dos produtos em que a utilizacdo é proibida.

Deve-se considerar, ainda, que um dos fatores que determinardo o sucesso de
certas novas tecnologias € a aceitagdo dos produtos pelos consumidores e comércio
internacional (RAJKOVIC et al., 2010) e a viabilidade socioeconémica do emprego das
técnicas (GOLDBACH et al., 2006).

E importante ainda se ter o entendimento de que, apesar da descontaminagio
poder ser uma efetiva medida para reduzir a carga microbiana de carcagas, ela néo pode
ser utilizada como medida priméaria. Pode unicamente ser considerada uma medida
adicional, para maior reducdo no nimero e prevaléncia de microrganismos patogénicos,
seguindo a aplicacdo de Boas Praticas de Fabricacdo e ndo as substituindo (HUGAS et
al., 2008).

A etapa seguinte da cadeia produtiva, 0 processo de cortes, pode ser considerada
uma etapa de alto risco de contaminagdo. A contaminagdo cruzada entre carcagas e entre
cortes pode ocorrer diretamente ou pela esteira, facas ou mesas (BOUVET et al., 2002).
Estudos tém demonstrado que a prevaléncia de Salmonella nas plantas de cortes e
processamento variou entre 0% a 50% e demonstraram que a prevaléncia em carne
picada variou entre 0,3% e 4,3% (DELHALLE et al., 2009). Em outra pesquisa foi
demonstrado que 63 dos 69 cortes positivos foram originados de carcacgas negativas
(BOUVET, 2002) e, adicionalmente, estudo realizado por Prendergast et al. (2008)



42

observou a associacdo direta entre a contaminagdo de Salmonella nos cortes suinos e
superficies de equipamentos, demonstrando claramente o potencial de contaminagéo
cruzada de equipamentos e superficies de contato no ambiente da sala de desmancha.
Em trabalho complementar, a contagem de Enterobacteriaceae encontrada em cortes
coletados no comércio (agougues e supermercados) foi maior que aquela identificada
previamente nos cortes nos abatedouros (PRENDERGAST, D.M. et al., 2009),
demonstrando o efeito da manipulagéo sobre a carga microbiana dos produtos. As altas
contagens de microrganismos sdo um indicador de ma higiene durante o processamento
(PRENDERGAST et al., 2009) ou quebra da cadeia de frio durante a distribuicdo da
carne (CROWLEY et al., 2005). Assim, nas etapas de corte e processamento de carne
suina os parametros mais importantes no que diz respeito a contaminacéo séo a higiene
na manipulagdo e a relagcdo tempo-temperatura de cada estagio, de forma que abusos
podem criar situacGes que permitem a sobrevivéncia e propagacdo de Salmonella
presente nos alimentos (LO FO WONG et al., 2002).

Outra questdo importante é o cuidado ao interpretar os resultados obtidos, uma
vez que a prevaléncia de Salmonella em suinos difere em fung&o do tipo de amostra que
foi coletada. No estudo da contaminagdo na linha de abate, os resultados das amostras
de superficie de carcacas e figado indicam a higiene durante o processo de abate; 0s
resultados de tonsilas, linfonodos e conteddo retal combinados com resultados
soroldgicos fornecem informagdes sobre o status de infec¢do do suino antes do processo
de abate (na granja, durante transporte ou na espera) (SWANENBURG et al., 2001c).

Desta forma, observa-se grande variagdo na prevaléncia média de Salmonella
relatada nos estudos. Botteldoorn et al. (2003) observaram uma prevaléncia média de
Salmonella de 37% em carcacas antes do resfriamento. Em outros trabalhos, no
entanto, a frequéncia média de isolamento nas carcagas foi bem inferior, sendo de 9,6%
em pesquisa desenvolvida por Sorensen et al. (2004) e 8,9% em estudo de Ghafir et al.
(2008).

Em avaliagdo realizada pela European Food Safety Authority em 13 dos
Estados-Membros da Unido Europeia, entre outubro de 2006 e setembro de 2007, a
prevaléncia observada de Salmonella em carcagas foi de 8,3%, com uma em cada doze
carcacas positivas ao isolamento. Neste grupo de Estados-Membros a prevaléncia de
Salmonella em carcacas variou de 0,0% a 20,0% (EFSA, 2008a).

Em estudo realizado por Castagna et al. (2004b) em matadouro no sul do Brasil

foi demostrado 83,33% de portadores de Salmonella em linfonodos submandibulares/
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tonsilas. Esses linfonodos, por sua vez, permanecem na carcaga ap0s o abate por
estarem aderidos & musculatura da cabeca e por serem de dificil remogdo, sendo
aproveitados para a elaboragdo de embutidos. Segundo os autores, 93,94% dos produtos
elaborados (massa de embutidos) produzidos a partir dessa matéria-prima estavam
contaminados. A avaliacdo da presenca de Salmonella em carcagas ainda é pouco
estudada no Brasil (LIMA et al., 2004; TEIXEIRA, 2006; SEIXAS et al., 2009), com
resultados variando entre 2,19% a 29,2% dos suabes de carcaga positivos ao isolamento.

A avaliacdo dos diferentes sorotipos identificados nas amostras isoladas pode
auxiliar na identificacdo das possiveis fontes de infeccéo ou contaminagéo. No ambiente
dos matadouros estudados no oeste da Bélgica, regido grande produtora de suinos
daquele pais, os sorotipos mais prevalentes foram S. Typhimurium (38,6%), S.
Livingstone (21%) e S. Derby (21%). No mesmo estudo, S. Typhimurium foi isolada de
71% das carcagas contaminadas nos abatedouros visitados. Nesse estudo, diferencas nos
sorotipos entre dias de amostragem e entre abatedouros foram observadas, o que
demonstra que os resultados obtidos dependem do abatedouro (higiene e qualificacdo de
pessoal), do momento da amostragem e da origem e nimero de suinos infectados que
foram entregues para o abate (BOTTELDOORN et al., 2003). Em pesquisa realizada na
Unido Europeia, todos os 24 Estados-Membros participantes apresentaram resultados
positivo para Salmonella em suinos e isolaram S. Typhimurium; em 20 Estados-
Membros detectou-se S. Derby. Estes dados demonstram uma prevaléncia observada de
4,7% para S. Typhimurium, variando de 0,0% a 16,1%, e de 2,1% para S. Derby,
variando entre 0,0% e 6,5% (EFSA, 2008a).

Em outro estudo, os sorotipos mais comuns em carcagas (Derby, Johannesburg,
Anatum e Typhimurium) também foram os mais encontrados nos produtos elaborados
(SCHLOSSER et al., 2000). Em outro estudo, Botteldoorn et al. (2004) identificaram o
mesmo sorotipo em carcacas, fezes e linfonodos mesentéricos dos animais, sugerindo
que durante a evisceragdo tenha ocorrido a contaminacdo. Estes resultados diferem
daqueles encontrados em estudo de Wonderling et al. (2003) que verificaram que as
carcagas estavam contaminadas com sorotipos diferentes daqueles encontrados nas
fezes dos animais. Buscando melhor determinar a origem da contaminagdo/infeccéo,
diversos trabalhos tém demonstrado o perfil de PFGE em amostras positivas de
diferentes fontes (OLIVEIRA et al., 2006, MICHAEL et al., 2006). Botteldoorn et al.
(2004), utilizando-se de técnicas fenotipicas e moleculares, verificaram que suinos

infectados e o ambiente de abate eram 0s determinantes na contaminagéo das carcagas.
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Em trabalho desenvolvido por Prendergast et al. (2009) idéntico perfil PFGE foi
recuperado em diferentes amostras, indicando a ocorréncia de contaminacédo cruzada. J&
0 estudo de Vieira-Pinto et al. (2010) revelou que 70% dos isolados de tonsilas estavam

associados as amostras de linfonodos mandibulares.

2.8 Programas de Controle

O Programa Dinamarqués de controle de Salmonella teve inicio em 1995, com a
categorizacdo dos rebanhos em trés niveis de soropositividade (niveis 1, 2 e 3)
utilizando andlise soroldgica (ELISA) de suco de carne. De posse da classificacdo dos
rebanhos, acGes foram desenvolvidas a campo para 0s rebanhos de maior
soropositividade (2 e 3) incluindo a supervisdo veterinaria aos criadores, adogdo de
medidas de higiene e, para os rebanhos de nivel 3, especiais precaucfes de higiene ao
abate (MOUSING et al., 1997).

Os estagios iniciais do programa foram focados significativamente nas medidas
de controle pré-abate, nas granjas, mas adicionalmente medidas pos-abate tém sido
introduzidas, incluindo etapas no processo de abate similares ao APPCC desenvolvido
pelos Estados Unidos, incluindo a¢cdes como uso de bolsas plasticas para proteger o reto
antes da evisceracdo, abate em separado de rebanhos com alta soroprevaléncia e uso de
enxague com agua guente antes do resfriamento (HURD et al., 2008).

A andlise retrospectiva dos dados do programa demonstra que, exceto pelos
primeiros anos (1994-1998), as a¢Oes adotadas nas granjas tiveram minimo impacto na
reducdo do nimero de carcagas positivas e casos humanos de salmonelose atribuidos a
suinos, sendo a maior reducdo identificada nesses casos até 2003 devido a melhoria nos
processos de abate. A andlise prospectiva dos dados demonstra que melhores resultados
ndo podem ser alcangados unicamente com intervencGes nas granjas € mostrou que a
descontaminacgéo de carcacgas é um efetivo meio para reduzir os riscos humanos (HURD
et al., 2008).

Na Unido Europeia o controle de Salmonella teve inicio com o Regulamento
(EC) No 2160/2003, que instituiu o controle de Salmonella e outros agentes zoonoticos.
A partir de entdo, visando reduzir a incidéncia de doengas transmitidas por alimentos,
cada um dos Estados Membros ficou responsavel por instituir um programa de controle,
buscando atingir as metas impostas pela Comunidade (EU, 2003). Assim, ao final do
ano de 2005 foi publicada a (EC) No 2073/2005, que trouxe 0S Nnovos critérios

microbioldgicos, instituindo o plano de amostragem para carcagas suinas onde, de um
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total de 50 amostras testadas, é tolerado um méximo de cinco positivas para Salmonella
(EU, 2005). Desde o inicio do programa, varios outros estudos tém sido conduzidos pela
European Food Safety Authority - EFSA para estimar a prevaléncia de Salmonella em
suinos (EFSA, 2008a) e determinar os fatores associados com a contaminacgdo ao abate
(EFSA 2008b). Adicionalmente, outros estudos tém avaliado a importancia dos
rebanhos de reproducéo sobre a infecgdo por Salmonella em suinos (EFSA, 2009) e o
uso de descontaminates (EFSA, 2006a), entre outros.

Nos Estados Unidos, em 1999, o Food Safety and Inspection Service - FSIS do
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos instituiu o Modelo genérico de
APPCC para abate de suinos em sequéncia ao modelo j& criado em 1996 para abate de
aves (FSIS, 1999).

No Brasil, os controles especificos de Salmonella existentes estdo relacionados
unicamente a criagcdo e abate de aves, sendo respectivamente o Plano Nacional de
Sanidade Avicola (BRASIL, 2007a), instituido pela Instru¢cdo Normativa N°56/2007 e o
Programa de Reducgdo de Patégenos (BRASIL, 2003), normatizado pela Instrugdo
Normativa N°70/2003. Para suinos, a Unica referéncia direta ao controle de Salmonella é
a Circular 130/2007 (BRASIL, 2007), que consiste em uma orientacdo aos
estabelecimentos quanto aos requisitos necessarios para habilitacdo para o comércio
com a Unido Europeia e que muito pouco é seguida, principalmente considerando as
restricdes de mercado para aquele bloco. Em relacdo aos produtos destinados aos
demais mercados internacionais e mercado interno, atualmente a legislagdo em vigor € o
Oficio Circular N° 12/2010 (BRASIL, 2010) que fez a padronizagdo das frequéncias e
planilhas para monitoramento oficial dos elementos de inspecdo, controles estes
anteriormente instituidos pelas Circulares 175 e 176/2005 (BRASIL, 2005). Os
elementos de inspecdo englobam os requisitos basicos para a garantia da inocuidade dos
produtos, incluindo o Programa de Procedimentos Padrdo de Higiene Operacional —
PPHO, o Programa de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle — APPCC e,
num contexto mais amplo, as Boas Préticas de Fabricacdo — BPFs. O Sistema de
Anédlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle — APPCC foi instituido pela Portaria
46 de 1998 (BRASIL, 1998), que determinou a sua implantacéo gradativa nas industrias
de produtos de origem animal sob o regime do Servi¢o de Inspecdo Federal — SIF.
Adicionalmente, os padrfes microbioldgicos dos alimentos sdo regulamentados pela
RDC 12, da Agéncia de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, que estabelece que 0os mesmos
devem ser isentos de Salmonella (BRASIL, 2001).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Caracterizacéo do Estudo

Foi conduzido um estudo longitudinal, onde a unidade observacional foi a
carcaga suina amostrada por suabe de superficie em quatro pontos da linha de abate de
trés matadouros-frigorificos (Tabela 1) sob Inspecdo Federal, localizados no sul do
Brasil. Os matadouros-frigorificos foram escolhidos de forma intencional, tendo como
critérios: estar habilitado para o mercado interno e exportagdo; estar localizado nos
estados do Rio Grande do Sul ou Santa Catarina; e concordar em participar do estudo.
Cada estabelecimento foi amostrado ao menos duas vezes e, em cada visita as coletas
foram conduzidas em um periodo de quatro horas a partir do inicio do primeiro turno de
abate. A primeira carcaga foi escolhida ao acaso e as demais foram amostradas em
intervalo de 20 minutos. Um fragmento de intestino foi colhido de todas as carcacas
amostradas. Os lotes de suinos abatidos no turno de amostragem foram avaliados quanto
a prevaléncia de animais soropositivos para Salmonella. Amostras de agua do tanque de
escalda foram colhidas no turno de amostragem, sendo a primeira na hora zero (antes do
inicio do abate) e as demais em intervalos de uma hora. No Frigorifico C, onde a
escaldagem era feita por aspersdo, ndo foram colhidas amostras de agua. Foram
colhidos suabes de ambiente no piso da baia de espera, e no piso e parede da sala de

evisceracao e entrada da cAmara fria em todas as visitas.

Tabela 1: Caracterizacdo da linha de abate dos trés matadouros-frigorificos incluidos no
estudo, no que se refere & velocidade da linha e procedimentos nas etapas de escalda,
flambagem e ocluséo do reto.

Frigorifico Abate Tipo de Tipo de Tipo de
Hora* Escaldagem Flambagem Oclusédo do Reto
A 290 Imersao Automatizado Lacre pléastico
B 270 Imerséo Manual Barbante
C 400 Aspersao Automatizado Saco pléastico

* velocidade da nérea no momento do abate

3.2. Colheita de amostras

Foram realizadas trés amostragens nos Frigorificos A (outubro e novembro de
2007 e maio de 2009) e B (marco, abril e julho de 2008) e duas no Frigorifico C (julho e
agosto de 2008).
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3.2.1. Sangue

A coleta das amostras de sangue foi realizada no momento da sangria dos
animais. Sangue de 25 animais de cada lote abatido no turno de amostragem foi colhido
em tubos de ensaio. A amostra de sangue foi deixada em repouso para coagulacéao e,
apos, armazenada em caixa isotérmica a temperatura ambiente. O nimero de amostras
de sangue colhido por lote era suficiente (IC 95%) para estimar a soroprevaléncia do
lote, considerando uma prevaléncia esperada de 65% (Kich et al., 2005), e um erro
aceitavel de £15% (TOMA et al., 1999). No total, cinco, seis e cinco lotes foram

amostrados nos Frigorificos A, B e C, respectivamente.

3.2.2. Carcacas

As carcagas foram amostradas em quatro pontos distintos ao longo da linha de
abate: apoOs depilacdo, apds flambagem, apOs evisceracdo e apds o chuveiro final
(Figura 2). Quando da amostragem no primeiro ponto, cada carcaga foi marcada para
permitir sua identificagdo nos pontos subsequentes de amostragem da linha.

Uma amostra de superficie das carcagas em cada ponto foi colhida por meio de
esponjas confeccionadas em fibra de celulose, medindo 7 x 5cm, previamente
esterilizadas e dispostas em saco plastico estéril contendo 55mL de dgua peptonada
tamponada 1% (APT, Merck, Darmstadt, Alemanha), volume este suficiente para as
analises previstas. No momento da coleta, a esponja era levemente comprimida para
eliminacdo do excesso de liquido, retirada da embalagem, e friccionada numa area de
300cm?, delimitada por um molde de papel estéril. Um novo molde era utilizado a cada
amostra colhida. O operador usava luvas descartaveis, trocada antes de cada colheita de
amostra. O local de eleicdo para a amostragem das carcacas foi a paleta, baseado na
disposicdo das carcacas na noria, a qual favorece a deposicdo de contaminantes nessa
area (BERENDS et al., 1997) e a necessidade de realizar a coleta com a néria em
movimento. Apo6s a colheita da amostra a esponja era recolocada no saco pléastico
contendo APT e mantida em caixas isotérmicas com gelo reciclavel. No total, 37, 38 e

34 carcacas foram amostradas nos Frigorificos A, B e C, respectivamente.

3.2.3. Fragmento de intestino
Foi colhido fragmento de intestino correspondente a todas as carcacgas
amostradas. Apds o exame das visceras pela Inspecdo Federal, estas foram colocadas

em bandejas plasticas e desviadas para uma area anexa da linha de abate onde foi
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coletada uma porcédo de intestino (c6lon ascendente). A regido do intestino foi ligada
com barbante em suas extremidades, excisada e a amostra acondicionada,

individualmente, em saco plastico para transporte, sob refrigeracao, ao laboratorio.

Espera

v Zona Suja | Zona Limpa

Insensibilizagéao

v

Chuveiro

—

Oclusao
do Reto

Sangria Evisceragao
¢ Divisédo da
Carcaga
Polimento *

Escaldagem

Depiladeira

o

Flambagem

T

Inspegao Oficial

v

Classificagao

v

Toalete

v

Chuveiro Final
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Figura 2: Identificacdo dos pontos de amostragem ao longo da linha de abate de suinos:
Dp= apds depilacdo, Fb= apo6s flambagem, Ev= ap0s evisceracdo e Ch= ap0ds chuveiro

final.
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3.2.4. Agua do tanque de escalda

Amostras de &gua foram colhidas em frascos estéreis de tampa rosca com
capacidade de 500mL. Antes de cada coleta, era feita a leitura da temperatura da agua
da escalda no termo-registrador continuo. A seguir, o frasco era aberto, imerso no
tanque de escalda, imediatamente fechado, identificado e acondicionado em caixa
isotérmica com gelo reciclavel. Em cada visita nos Frigorificos A e B foram colhidas
cinco amostras de agua em intervalos de uma hora, sendo a primeira na hora zero, antes

do inicio do abate.

3.2.5. Baias de espera

A colheita de amostra do piso das baias de espera foi realizada antes do inicio do
abate. Foram utilizados propés descartaveis estéreis, calcados pelo operador que
caminhava na baia em varias diregdes. Apds, o propé era descalgcado e disposto em saco

plastico estéril contendo 55mL de APT.

3.2.6. Ambiente

As amostras de ambiente dos frigorificos foram colhidas ao final do turno de
amostragem. Foram utilizadas as mesmas esponjas adotadas para a colheita de amostras
de carcaca. ApOs a retirada de excesso de liquido a esponja era friccionada numa area,
de 300cm?, delimitada por molde estéril. Foi colhida uma amostra individual em cada
local: piso e parede na area de evisceragdo e na entrada da camara fria. Apds a colheita
da amostra, a esponja era recolocada no saco plastico contendo 55mL de APT e mantida

em caixa isotérmica com gelo reciclavel.

3.3. Processamento das amostras

As amostras dos Frigorificos A e B foram transportadas até o Laboratério de
Medicina Veterinaria Preventiva da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, onde
foram analisadas. As amostras do Frigorifico C foram processadas na Embrapa Suinos e

Aves,

3.3.1. Sangue
As amostras de sangue foram centrifugadas por 10 minutos a 600G. O soro

separado foi transferido para microtubos, em aliquotas de 1mL e congelado em
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duplicata. Posteriormente, todas as amostras foram enviadas para a Embrapa Suinos e

Aves, onde foram testadas para a presenga de anticorpos anti-Salmonella.

3.3.2. Carcaca

As esponjas acondicionadas nos sacos plasticos contendo 55mL de APT foram
homogeneizadas de forma que as bactérias colhidas na superficie da carcaga ficassem
suspensas no liquido. Essa suspensdo passou a constituir a amostra de carcaga e assim
sera denominada a partir de agora. Aliquotas de cada amostra foram empregadas para a

pesquisa qualitativa (presenga/auséncia) e para quantificacdo de Salmonella.

3.3.3. Conteudo intestinal

Uma éarea da superficie externa do fragmento de intestino foi esterilizada por
meio de uma espatula aquecida. Nessa area foi realizada a incisdo da parede intestinal,
com uma tesoura estéril, e retirado o contelldo por meio de espatula estéril. Foram
retirados 25g de conteddo intestinal de cada amostra, que foram submetidos a pesquisa

qualitativa de Salmonella.

3.3.4. Agua do tanque de escalda
Os frascos contendo as amostras de agua foram agitados e foi retirada uma

aliquota de 25mL para pesquisa qualitativa de Salmonella.

3.3.5. Amostras de ambiente

As amostras colhidas na baia de espera (propé) e no piso e parede da area de
evisceracao e entrada da camara fria (esponjas) foram homogeneizadas com o diluente
(APT) contido no interior do saco de coleta e 10mL de suspensdo foram colhidos para

pesquisa qualitativa de Salmonella.

3.4. Pesquisa de anticorpos anti-Salmonella.

As amostras de soro de cada lote foram testadas para presenga de anticorpos da
classe 1gG, por meio de um teste de ELISA indireto. Esse teste foi desenvolvido por
KICH et al.(2007), a partir dos antigenos somaticos 1, 4, 5 e 12 de Salmonella
Typhimurium, comuns aos sorovares prevalentes na Regido Sul do Brasil (BESSA et
al., 2004). Placas de ELISA de 96 pocos (Dynex, Immulon, Unitech Universal

Tecnology, Medley, USA) cobertos com 100uL de antigeno produzido como descrito
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por Kich et al. (2007) diluido (1:2000) em 0,5M de tamp&o carbonato (pH 9,6) e
mantido a -70°C. Antes do uso, as placas foram lavadas trés vezes com PBS pH 7,4
acrescido de 0,05% Tween 20 (PBS-T). O soro diluido (1:400) em PBS-T adicionado de
1% de albumina sérica bovina (PBS-TA) foi pipetado nas placas em triplicata. Apds
incubacdo por 30 minutos a 37°C as placas eram lavadas. Em cada pogo foram
adicionados 100uL de imunoglobulina anti-lgG de suino conjugada com peroxidase
diluida 1:25.000 em PBS-TA. As placas foram incubadas & 37°C por uma hora. Apos
lavagens sucessivas, a reacdo foi revelada pelo substrato (3,5 uL de H,O, , 230uL
NaOH, 10mL de 3,3’,5,5 tetrametil-benzidina). Apds 15 minutos a temperatura
ambiente, a reacédo foi interrompida por 50uL de H,SO4 2M. Os testes foram avaliados
em leitor de placas (Titertek- Multiscan, Flow Laboratories, USA) no comprimento de
onda 450nm. O ponto de corte utilizado para o teste foi a Densidade Otica de 0,169. Os

resultados foram expressos em frequéncia de animais positivos nos lotes testados.

3.5. Pesquisa qualitativa de Salmonella

A metodologia de analise da presenca/auséncia de Salmonella adotada para este
trabalho foi previamente testada por Michael et al. (2003). A técnica compreende uma
etapa de pré-enriquecimento, seguida de enriquecimento seletivo em caldo, isolamento
em meio sélido seletivo e confirmagdo de colbnias suspeitas por provas bioquimicas e
aglutinagdo com soro polivalente somatico.

Na etapa de pré-enriquecimento, amostras de conteddo intestinal (25g) ou de
dgua (25mL) foram adicionadas a 225mL de APT em sacos plasticos estéreis (Bag
Stomacher), os quais foram homogeneizados em Stomacher durante 60 segundos e
posteriormente incubados a uma temperatura de 37°C por 18 horas. Para analise das
amostras de carcagas e amostras de ambiente uma aliquota de 10mL foi adicionada a
90mL de APT e incubada & 37°C por 18 horas.

Apos a etapa de pre-enriquecimento, aliquotas de 1mL e 0,1mL de cada amostra
incubada em APT foram inoculadas, respectivamente, em 9mL de caldo Tetrationato
Miller-Kauffmann (TT, Merck, Darmstadt, Alemanha) e em 9,9mL de caldo
Rappaport-Vassiliadis (RV, Merck) e incubadas em banho-maria a 42°C por 24 horas.

Apds, com o auxilio de alca de platina, foram retiradas aliquotas de cada tubo de
enriquecimento seletivo (10uL) e semeadas em meios seletivos indicadores: agar Xilose

Lisina Tergitol-4 (XLT-4, Oxoid, Basingstoke, UK) para as amostras de contetdo
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intestinal e baias de espera e agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD, Oxoid,
Basingstoke, UK) para as amostras de carcaga, agua e ambiente. Ambos os meios foram
incubados por 24-48 horas a 37°C.

Uma coldnia tipica por placa com crescimento foi isolada em agar Triptona Soja
(TSA, Merck, Darmstadt, Alemanha). Culturas puras foram submetidas a provas
bioquimicas: Agar Trés Aclcares-Ferro (TSI, Merck, Darmstadt, Alemanha) e &gar
Lisina-Ferro (LIA, Merck, Darmstadt, Alemanha) e o-nitrofenil-R-D-galactopiranosideo
(ONPG). Os meios foram preparados conforme instru¢Ges do fabricante e interpretados
conforme MacFaddin (2000). Para confirmagdo de Salmonella foi realizada a prova da
aglutinagdo em lamina com Soro Salmonella Polivalente Somatico (Probac, Sdo Paulo).
Nesta prova a amostra bacteriana isolada em agar TSA, foi misturada sobre uma lamina
com solugédo tampédo PBS, fazendo uma suspensdo de volume inferior ao da gota de
soro. Apos, foi adicionada uma gota do soro polivalente sobre a suspensdo e
homogeneizada por um a dois minutos. A presenca de grumos na suspensdao, num

periodo de até dois minutos, foi considerada como resultado positivo para Salmonella.

3.6. Quantificacdo de Salmonella

Para a quantificacdo de Salmonella nas amostras de carcaca foi adotado o
método do Numero Mais Provavel (NMP), conforme BAM (2006).

Trés aliquotas de diferentes volumes (10mL, 1mL e 0,1mL) da amostra foram
adicionadas a 10mL de APT Para os volumes de 10mL utilizou-se &gua peptonada
tamponada dupla concentragdo. Todos os tubos foram incubados & 37°C por 18 horas,
como etapa de pré-enriquecimento. A partir da agua peptonada tamponada, aliquotas de
0,ImL de cada tubo de pré-enriquecimento foram inoculadas em 9,9mL de caldo
Rappaport-Vassiliadis (RV, Merck) e incubadas em banho de agua a 42°C por 24 horas.
Apbs 24 horas de incubagdo, com o auxilio de alca de platina, foram retiradas aliquotas
de cada tubo de enriquecimento seletivo e semeadas em meio seletivo indicador agar
Xilose Lisina Desoxicolato (XLD, Oxoid, Basingstoke, UK) e incubados por 24-48
horas a 37°C.

Foi selecionada para identificacdo uma coldnia por placa com crescimento
tipico, isolada em &gar Triptona Soja (TSA, Merck, Darmstadt, Alemanha) e ap0s,
submetida a provas bioquimicas e aglutinagdo com soro polivalente soméatico como

descrito em 3.5. O numero de placas de agar XLD, com col6nias confirmadas como
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Salmonella, em cada uma das séries de volumes de amostra foi utilizado para o célculo
do NMP, conforme tabela publicada pelo BAM (2006). O valor obtido na tabela
equivaleu ao NMP por mililitro de amostra. Como a amostra era composta por 55mL de
APT (vide item 3.3.2), na qual estava suspenso o material colhido pela esponja
friccionada numa area de 300cm? de carcaca, cada mililitro da amostra equivalia a uma
area de 5,45cm”da mesma (SILVA, N. et al., 2010).

3.7. Caracterizagéo dos isolados de Salmonella

Todos os isolados confirmados como Salmonella conforme descrito nos itens 3.5
e 3.6 foram armazenados congelados (-20°C) em caldo Infusdo de Cérebro e Coragéo
acrescido de 20% de glicerol. Paralelamente, os isolados foram enviados a Fundagéo
Instituto Oswaldo Cruz para caracterizacdo de antigenos somaticos e flagelares de
acordo com o sistema Kauffman-White. Os resultados permitiram a determinacdo do

sorovar dos isolados.

3.8. Andlise de Macrorestricao de isolados

Isolados de Salmonella obtidos de carcacas no Gltimo ponto de amostragem
(apds chuveiro final), e os isolados pertencentes a0 mesmo sorovar provenientes de
carcaca, contetdo intestinal e ambiente na mesma coleta foram submetidos a analise de
macro-restricdo do DNA total, seguida de eletroforese em campo pulsado — Pulsed-field
gel eletrophoresis (PFGE) (RIBOT et al., 2006), seguindo protocolo do Pulsed-Net

(http://www.cdc.gov/pulsenet/protocols.htm). Os isolados foram submetidos a digestdo

com as enzimas Xbal (Fermentas, St, Leon-Rot, Germany) e Binl (Fermentas, St, Leon-
Rot, Germany). A eletroforese foi realizada em gel de agarose 1% utilizando tampdao
0,5X Tris-borato-EDTA em um sistema CHEF DR-II (BioRad Laboratories, Hercules,
USA) com 6Volts/cm por 20 horas a 14°C com um tempo inicial de mudanca de
polaridade de 2 minutos e 16 segundos e um tempo final de mudanca de polaridade de
63,8 segundos. Salmonella Braenderup (ATCC# BAA-664) serviu como referéncia de
tamanho dos fragmentos gerados. Apos a eletroforese, o gel foi corado em solucdo de
brometo de etidio (2ug/mL, Sigma, St. Louis, USA), fotografado em transiluminador e
a imagem capturada e digitalizada pelo sistema Kodak 2200 (Rochester, New York,
USA). O perfil de macrorestri¢do foi analisado visualmente e cada posi¢do de banda foi
determinada. Isolados com uma banda de diferenga foram considerados como sendo de

pulsotipos diferentes.
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3.9. Analise Estatistica.

Para verificar se ha associagdo entre os niveis de contaminagdo das carcagas e
infeccdo dos suinos e os frigorificos estudados (Frigorificos A, B e C), o metodo de
regressdo logistica foi utilizado. Modelos de regresséo logistica univariada para variavel
resposta binaria (1/0) foram construidos utilizando os dados agrupados por carcagas (n
= 109) tendo como variavel independente (X) os frigorificos e as seguintes variaveis
dependentes (), para cada modelo: contaminagdo da carcaga em pelo menos um ponto,
contetido intestinal (indicativo de suino infectado) e isolamento de Salmonella nos
pontos avaliados, denominados de Dp, Fb, Ev e Ch. Regressdo logistica ordinal foi
realizada para verificar a associacdo entre contaminacdo da carcaca classificada de
forma ordinal (0 = carcaca negativa em todos 0s pontos, 1 = positiva em um ponto e 2 =
positivo em mais de um ponto, variando de 2 a 4) e os frigorificos estudados.

Os dados tambem foram agrupados por coleta (n = 8) para avaliar a associagao
entre a infecgcdo dos animais e a contaminacdo das carcagas ao abate. Neste modelo de
regressao logistica, a variavel dependente (YY) é composta pelo nimero de positivos
sobre o total avaliado, uma proporcdo. A interacdo entre infec¢do (contedo intestinal) e
frigorifico foi testada e comparada com o modelo utilizando as varidveis preditoras
independentemente. Atraves do critério AIC (Akaike Information Criterion), verificou-
se que o melhor modelo era o que utilizava a interacdo entre frigorifico e infec¢do dos
animais. Como este tipo de modelo (variavel resposta uma proporcéo) esta sujeito a
superdispersdo, esta foi corrigida pelo método de Williams.

Em todos os modelos o frigorifico de referéncia (utilizado como comparativo)
foi o frigorifico A.

Qui-quadrado da independéncia com uma tabela 4 x 2 foi realizado para verificar
se havia diferenca na frequéncia de contaminacdo nos pontos de coletas agrupados.
Adicionalmente, regresséo logistica univariada foi realizada para verificar a associa¢éo
entre contaminacado da carcaga e infec¢do do animal.

Em todas as analises foi utilizado um nivel alfa de significancia igual a 5%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O controle da contaminacdo por Salmonella em carcagas suinas necessita de
medidas de intervencdo em todas as etapas de producdo, desde a granja até o abate.
Nesse contexto, o presente estudo analisou etapas da linha de abate de trés matadouros-
frigorificos sob Inspecdo Federal que contribuiram para o controle ou para a
disseminacdo de Salmonella em carcacas suinas.

A importancia de animais portadores, que sofreram infeccdo por Salmonella na
granja, como fonte de contaminacdo de carcagas ao abate foi relatada (BAHNSON et
al., 2006), sendo demonstrado que o numero de carcagas positivas € maior em lotes com
animais portadores (EFSA, 2008b). Os primeiros esforcos no sentido de propor
programas de controle visaram identificar e reduzir suinos portadores (MOUSING et
al., 1997). A ferramenta adotada para a identificacdo de lotes com alta prevaléncia de
portadores foi a pesquisa de anticorpos, por meio de testes de ELISA, a qual
demonstrou uma forte associacdo com o risco de isolamento de Salmonella ao abate
(NIELSEN et al., 1995; ALBAN et al., 2002; McDOWELL et al., 2007). Lotes com
alta prevaléncia de soropositivos constituiriam uma fonte muito importante para a
contaminag&o cruzada por Salmonella no abatedouro (VYT et al., 2006).

A evidéncia, apresentada por Hurd et al. (2001), que a ingestdo de Salmonella
resultava na invasdo do trato gastrintestinal em duas horas, corroborou para a
observacdo de que os suinos podem ser infectados durante o transporte e a espera pré-
abate (BERENDS et al., 1996; SWANENBURG et al., 2001b; ROSTAGNO et al.,
2010), tornando-se fonte de introdugdo da bactéria na linha de abate mesmo sem
apresentarem um status sorologico positivo.

Diversos estudos comprovaram que o alto nivel de contaminacdo das baias de
espera pode ter efeito significativo no numero de suinos infectados ao abate
(SWANENBURG et al., 2001a; ROSTAGNO et al., 2002a). Nesse sentido, De Busser
et al. (2008) identificaram risco de contaminagéo por Salmonella em carcacas na linha
de abate em abatedouros onde a presenca dessa bactéria foi observada nas baias de
espera. A grande variabilidade na frequéncia de baias positivas (0% e 100%), e a
importancia da limpeza e desinfec¢do, bem como do tempo de espera antes do abate
como fatores para a disseminacdo de Salmonella foram demonstradas (DE BUSSER et
al., 2011).
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Em resumo, o animal portador de Salmonella no trato gastrintestinal no
momento do abate decorre da sua exposi¢do a essa bactéria durante o alojamento nos
diversos sitios de criacdo ou durante a permanéncia no caminhdo de transporte ou nas
baias de espera pré-abate.

No presente estudo, um total de 392 soros provenientes de 16 lotes abatidos em
trés matadouros-frigorificos do sul do Brasil foram testados pelo teste de ELISA
desenvolvido por Kich et al. (2007), observando-se variacdo na frequéncia de
soropositivos nos lotes entre 35% e 100% (Tabela 2) (APENDICES A, B e C).
Resultados igualmente elevados de soroprevaléncia em lotes de suinos abatidos foram
relatados anteriormente na regido sul do Brasil por Kich et al. (2005), Silva, L.E. et al.,
(2006) e Schwarz et al., (2009b) que encontraram 65%, 76,9% e 83,2%,
respectivamente, de animais soropositivos ao abate, indicando que ha exposicdo a
infeccdo nas granjas de suinos nessa regido. A alta variabilidade na soroprevaléncia
entre lotes, granjas e regides € uma situagdo observada ndo apenas nos estudos
conduzidos no Brasil. Dorn-In et al. (2009), em estudo conduzido na Tailandia, relatam
resultados que variaram entre 27% e 100%, enquanto um inquérito sorolégico em

rebanhos da Uni&o Europeia encontrou soroprevaléncias entre 0% e 64% (EFSA, 2009).

Tabela 2: Frequéncia (%) de resultados positivos na sorologia e no isolamento de
Salmonella a partir de conteudo intestinal e carcacas suinas em trés matadouros-
frigorificos do sul do Brasil, 2007-20009.

Frigorifico
[coleta Sorologia Conteuddo Intestinal Carcaca *
Positivos % Isolamento % Isolamento %
Al 9/25 36,0 0/12 0 0/12 0
A2 17/48 35,4 1/12 8,3 0/12 0
A3 48/50 96,0 3/13 23,1 1/13 7,7
Total A 74/123 60,2 4/37 10,8 1/37 2,7
Bl 20/42 47,6 2/13 15,4 0/13 0
B2 48/50 96,0 5/13 38,5 9/13 69,2
B3 53/55 96,4 0/12 0 2/12 16,7
Total B 121/147 82,3 7/38 18,4 11/38 28,9
C1 63/63 100,0 13/17 76,5 2/17 11,8
C2 58/59 98,3 2/17 11,8 2/17 11,8
Total C 121/122 99,2 15/34 44,1 4/34 11,8
Total Global  316/392 80,6 26/109 23,8 16/109 14,7

*Apds chuveiro final.
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Com excecgéo das amostras das baias de espera coletadas na primeira visita aos
abatedouros A e B, todas as demais resultaram em isolamento de Salmonella em todas
as amostras colhidas. A presenca de Salmonella nessas amostras demonstra o risco de
transmissdo cruzada entre os animais durante o periodo de espera pré-abate,
contribuindo para a presenca da bactéria no trato gastrintestinal como demonstrado em
estudos anteriores (SWANENBURG et al., 2001b; ROSTAGNO et al., 2010). Assim, a
situacdo de elevada infecgdo na granja, demonstrada pela soroprevaléncia, associou-se a
exposi¢do a um ambiente pré-abate contaminado, como constatado pelo isolamento de
Salmonella de amostras colhidas do piso das baias de espera dos trés abatedouros.

Dos 109 intestinos avaliados nesse estudo, 26 (23,8%) resultaram em isolamento
de Salmonella a partir de seu conteudo. Houve isolamento em todas as coletas, exceto
na primeira do Frigorifico A (A1) e na ultima do Frigorifico B (B3), com a prevaléncia
de positivos variando entre 0% e 76,5% nas coletas (Tabela 2). O Frigorifico C foi
aquele que apresentou numero significativamente maior de animais com contetdo
intestinal positivo 15/34 (44,1%; P<0,01). Nesse sentido, a analise dos dados
determinou que, em média, houve 6,51 vezes mais chance de isolar Salmonella do
contetdo intestinal dos animais no Frigorifico C do que no Frigorifico A.

Entretanto, ndo houve correlagdo entre a soroprevaléncia dos lotes abatidos e a
frequéncia de isolamento de Salmonella nas amostras de conteddo intestinal dos animais
(P= 0.22), concordando com os estudos de Sorensen et al. (2004), Stege et al. (2000) e
Silva, L.E., et al. (2006), onde as estimativas da sorologia dos lotes e o isolamento a
partir das amostras do conteddo intestinal também diferiram. Os resultados positivos em
testes sorologicos refletem uma exposigao prévia & Salmonella e os anticorpos persistem
mesmo que haja a cura da infeccdo; por outro lado a soroconversdo pode ndo ter
ocorrido nas infeccOes recentes (VAN DER GAAG et al., 2004). A discrepéncia entre
resultados, decorre também da caracteristica intermiténcia na excrecdo fecal de
Salmonella (NIELSEN et al., 1995; FUNK et al., 2001) e da sensibilidade das técnicas
de isolamento, que apesar de elevada ndo € de 100%, podendo levar & resultados falso-
negativos (EFSA, 2008a). Esses aspectos podem ser ilustrados pela auséncia de
Salmonella nas amostras de contetdo intestinal na primeira coleta do Frigorifico A e
ultima do Frigorifico B, apesar da elevada soroprevaléncia dos lotes. Assim, a dinamica
da infeccdo natural pode ser considerada responsavel pela falta de associacdo entre a
sorologia e a bacteriologia (RAJIC et al., 2002a, FUNK et al., 2005). Entretanto, a

determinacdo da soroprevaléncia, mesmo sendo um pobre indicador de infeccdo atual
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(EFSA, 2008a), permanece como um metodo valioso para categorizar rebanhos com
vistas & adogdo de medidas de intervencdo nas granjas (CORTINAS-ABRAHANTES et
al., 2009).

Das 109 carcagas amostradas no final da linha de abate (apds o chuveiro final),
16 (14,7%) foram positivas para Salmonella, com frequéncia variando entre 0 e 69,2%.
N&o ocorreu isolamento nessa etapa do abate em trés dias de amostragem (Al, A2 e
B1), oportunidades estas em que a soroprevaléncia dos lotes abatidos foi inferior a 50%
(36%, 35,4% e 47,6%, respectivamente). No entanto, quando da analise dos resultados,
foi observado que ndo houve correlagdo entre a sorologia dos lotes e o nimero de
carcagas positivas apos o chuveiro final (P= 0.42941). Da mesma forma, a analise por
regressdo logistica demonstrou ndo haver associagdo significativa entre a presenca de
Salmonella no conteddo intestinal e a contaminagédo das carcacas (P= 0,57). llustra essa
observacdo o fato de que o Frigorifico C, onde houve um numero significativamente
maior de isolamentos de Salmonella de contetdo intestinal, ndo foi o que apresentou
maior frequéncia de carcacas positivas ao final da linha de abate. A auséncia de
associacdo verificada pode ser explicada pela variabilidade das praticas adotadas na
linha de abate dos matadouros-frigorificos, levando a uma maior, ou menor,
contaminagdo de carcacas por Salmonella (SORENSEN et al., 2004; DE BUSSER et
al., 2011).

Isto pode ser evidenciado pela analise dos frigorificos individualmente.
Adotando um modelo de regressdo logistica onde os dados séo analisados considerando
as coletas (n=8) e a proporcéo de isolamentos de Salmonella em relagdo ao total de
amostras colhidas no ponto analisado, constatou-se interagédo significante (coeficiente
0,57; P<0,01) entre a propor¢do de carcagas positivas ao final da linha de abate e o
isolamento em conteddo intestinal apenas no Frigorifico B. Em outras palavras, este
resultado sugere que ocorre um aumento do numero de carcagas contaminadas de
acordo com o aumento do nimero de animais portadores, ou seja, a presenca intestinal
de Salmonella é preditiva da contaminagdo das carcagas no Frigorifico B. Estes achados
estdo de acordo com a afirmagéo de Berends et al. (1997) de que o animal portador de
Salmonella é o primeiro ponto de controle ao abate, porém néo é o (nico, pois as etapas
da linha de abate contribuem tanto para o controle como para o aumento da
contaminag&o de carcacas.

No presente estudo, os resultados obtidos nas mesmas carcagas amostradas em

duas etapas da zona suja (ap06s depilacdo e apds flambagem) e da zona limpa (ap6s
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evisceracgdo e apds chuveiro final), demonstraram a variacdo no isolamento e no numero
de Salmonella verificados entre etapas e entre matadouros-frigorificos.

Os dados de literatura acerca do risco de contaminagdo das carcagas na etapa de
escaldagem sdo divergentes. Alguns estudos apontam que essa etapa pode aumentar
significativamente o risco de contaminacdo de carcacas (HALD et al., 1999;
LOMONACO et al., 2009), enquanto outros autores tém demonstrado que o risco de
contaminagdo via &gua da escalda pode ser minimizado se a temperatura da agua for
suficientemente alta (BOLTON et al., 2003). No presente estudo, nenhuma das 30
amostras, colhidas no tanque de escaldagem dos Frigorificos A e B, resultou em
isolamento de Salmonella. Este resultado é compativel com a temperatura aferida no
tanque, a qual nunca foi inferior a 61°C. Esse dado concorda com o descrito por
Botteldoorn et al. (2003), que demonstraram gque amostras de agua de escalda obtidas
durante o abate sempre foram negativas, quando a temperatura da agua foi mantida
entre 60 e 62°C. A auséncia de Salmonella em amostras de agua da escalda também foi
relatada em outros estudos (BORCH et al., 1996; BOLTON et al., 2003; PEARCE et
al., 2004), indicando que a manutencdo da temperatura da 4gua acima de 60 °C evita
que essa etapa propicie a contaminacgdo cruzada das carcagas, apesar de, eventualmente,
ndo ter a capacidade de eliminar completamente as bactérias presentes na carcaca.

O primeiro ponto de amostragem na linha de abate (ap6s depilacdo) resultou no
isolamento de Salmonella em carcagas nos trés frigorificos em todos os dias de
amostragem, com os Frigorificos A e C apresentando menores frequéncias de deteccéo.
No Frigorifico A houve isolamento em seis das 37 carcagas (16,2%), enquanto no
Frigorifico C o isolamento foi confirmado em sete das 34 carcacas (20,6%). Estes
resultados séo superiores aqueles relatados por Lima et al. (2004) que identificaram
10% de carcacas positivas nesta etapa do processamento. Ja no Frigorifico B Salmonella
foi isolada em 17 das 38 carcacas (44,7%) (Tabela 3). A anélise pelo teste de Qui-
quadrado da independéncia das etapas de abate avaliadas indicou que houve uma
frequéncia estatisticamente significativa maior (P=0,004) de isolamento de Salmonella
apos a etapa de depilacéo

Estudo conduzido nas diferentes etapas de abate observou aumento da contagem
de microrganismos aerobios mesofilos apos a depilacdo em cerca de 2.0 log;0UFC
(PEARCE et al., 2004). No presente estudo, foi conduzida a estimativa do nimero de
Salmonella como o pardmetro de comparacdo. Foi possivel identificar dois perfis

distintos na quantificacdo de Salmonella entre os Frigorificos apds a depilacdo. Nas
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amostras dos Frigorificos A e C a quantificacdo média na area amostrada foi de 0.69
logio0UFC e 0.24 log;oUFC, respectivamente, resultados estes muito inferiores aos
observados no Frigorifico B, que apresentou quantificacio média de 1.78 log;cUFC,
com variacgéo entre 0.079 log;0UFC e 3.079 log;0UFC (Figuras 3, 4 e 5). Apesar de ndo
ter sido realizada uma colheita de amostras imediatamente antes da entrada na
depiladeira, é possivel supor que esse equipamento contribuiu para a contaminagdo
cruzada das carcagas, uma vez que outros estudos mostraram que a presenca de
Salmonella no equipamento de depilagdo pode ser uma fonte de contaminagdo na linha
de abate (GILL & BRYANT, 1993). Por conseguinte, a etapa de depilagdo é
considerada como um importante fator de risco para a contaminacdo de carcacas
(BERENDS et al., 1997; DAVIES et al., 1999; PEARCE et al., 2004; EFSA, 2010),
principalmente se associada a falhas na preparacdo ao abate, como a ndo realizagdo
adequada do jejum dos animais - favorecendo o extravasamento de contetdo intestinal,

e a inadequada higienizacdo dos animais imediatamente antes da insensibilizacao.

Tabela 3: Frequéncia de carcagas com isolamento de Salmonella nos diferentes pontos
de coleta em trés matadouros-frigorificos no sul do Brasil, 2007-2009.

Pontos de Coleta

Dp Fb Ev Ch
Frigorifico Total (%)
[coleta
Al 1/12 0/12 0/12 0/12
A2 2/12 0/12 0/12 0/12
A3 3/13 1/13 0/13 1/13
Total A 6/37 (16,2%)  1/37 (2,7%) 0/37 1/37 (2,7%)  8/148 (5,4%)
B1 5/13 0/13 1/13 0/13
B2 8/13 6/13 10/13 9/13
B3 4/12 3/12 3/12 2/12
Total B 17/38 9/38 (23,7%) 14/38 11/38 51/152
(44,7%) (36,8%) (28,9%) (33,5%)
C1 5/17 0/17 0/17 2117
C2 2117 1/17 2/17 2117
Total C  7/34(20,6%) 1/34 (2,9%)  2/34(5,9%)  4/34 (11,8%) 14/136
(10,3%)
Total 30/109 (27,5) 11/109 (10,1) 16/109 (14,7) 16/109 (14,7) 73/436
(16,7%)

Dp= Apos Depilacdo; Fb= Apos Flambagem; Ev= Apds Eviscera¢do; Ch= Apo6s Chuveiro final.
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A elevada contaminagdo das carcacas do Frigorifico B apds a etapa de depilacéo,
associada a baixa frequéncia de isolamento a partir do contedo intestinal dos animais,
concorda com os resultados de estudos que indicam que a presenca de Salmonella nas
fezes de poucos suinos pode contaminar cruzadamente muitas carcacas durante o
processamento (WONDERLING et al., 2003; TEUNIS et al., 2010).

A etapa subsequente (apds flambagem) apresentou efeito positivo para o
controle da contaminacgdo das carcacgas nos trés frigorificos (Tabela 3) (Figuras 3, 4 e
5), com uma reducao de mais de 80% das amostras isoladas nos Frigorificos A e C nesta
etapa em relacdo a etapa anterior, e de 17 para 9 (47%) no Frigorifico B. A reducéo da
contaminagdo das carcacas pdde ser observada, ainda, pela reducdo da contagem de
Salmonella nas carcagas. No Frigorifico A foi constatada reducdo de 0.69 log;UFC
para 0.08 log;oUFC em relacdo a etapa anterior; e nos Frigorificos B e C passando,
respectivamente, de 1.78 log;oUFC para 1.01 log;gUFC e de 0.24loggUFC para 0.08
logioUFC. Estes dados confirmam estudos que relataram que a etapa de flambagem ndo
é suficiente, por si sd, para eliminar a contaminagdo na superficie das carcagas, mas tem
um efeito significativo na reducdo do numero de bactérias (BORCH et al., 1996;
PEARCE et al., 2004), sendo considerado o mais efetivo estdgio para a inativacao
microbiana (EFSA, 2010). Contudo, cabe a observacdo de que o isolamento de
Salmonella apos esta etapa favorece a manutencdo da contaminacdo das carcagas nas
fases posteriores de abate e processamento, uma vez que apenas a flambagem € capaz
de eliminar Salmonella na linha de processamento (ALBAN et al., 2005).

A grande diferenga entre os resultados obtidos nesta etapa, nos Frigorificos A e
C, em relagdo ao Frigorifico B pode ser atribuida & variacdo do nivel da contaminacéo
identificada nas carcagas na etapa anterior e as condicbes em que se deu o
processamento na etapa de flambagem. Os Frigorificos A e C dispdem de equipamentos
similares de flambagem, que consistem de queimadores automaticos, que aplicam, sobre
toda a superficie das carcacas, chamas de grande intensidade, garantindo temperaturas
de aproximadamente 700°C (informagéo pessoal) por tempo determinado, conforme
previamente padronizado em cada industria. J& no Frigorifico B, a flambagem era
realizada com queimadores manuais, sem a garantia do efeito tempo-temperatura sobre
as carcacas, sendo a atividade realizada conforme a percepgdo de necessidade do
colaborador que a executa, e que é focado na remocéo dos pelos e ndo como forma de
tratamento para a reducdo de contaminantes. Estas observagBes sdo contréarias as

afirmagdes de Bolton et al. (2002) que relacionaram o melhor efeito de
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descontaminacdo da flambagem manual a possibilidade de poder ser aplicada mais
consistentemente para todas as areas da carcaca, atingindo maiores redugdes no nimero
de bactérias do que os queimadores automaticos. No presente estudo, o emprego de
gueimadores manuais ndo permitiu a adequada realizacdo da etapa, 0 que é traduzido
pela baixa eficicia na reducdo da contaminacdo das carcacas no Frigorifico B em
relacdo aos outros estabelecimentos e confirma a informacéo da EFSA (2010) de que o
efeito da flambagem é dependente do tempo de exposicdo no equipamento e da
temperatura a qual a carcaca é submetida.

Entre a etapa de flambagem e a evisceracdo ocorrem dois passos intermediarios
da linha de abate denominados polimento e oclusdo do reto. Em relagdo ao primeiro, a
recontaminacdo das carcacas pode ser atribuida ao equipamento, que é de dificil
higienizacdo (BORCH et al., 1996; DE BUSSER et al., 2011). Em relag&o a ocluséo do
reto, os estabelecimentos empregavam diferentes técnicas (Tabela 1) que podem ter
influenciado na contaminagdo das carcacas ap0s a evisceragao.

Os resultados observados apds a etapa de evisceragdo diferiram entre os trés
frigorificos. No Frigorifico A ndo houve isolamento nas carcagas nesta etapa (Tabela 3)
(Figuras 3, 4 e 5). No Frigorifico B pdde ser observado um aumento no numero de
carcacas positivas, que passou de nove para 14, com elevacdo da contagem média de
1.01 logiocNMP para 1.90 log;oNMP. No Frigorifico C, também foi observado
incremento no numero de carcagas positivas, passando de uma para duas, e aumento da
contagem média de Salmonella de 0.08 log10UFC para 0.41 log;oUFC.

Lima et al. (2004) também observou aumento de contaminacdo nas carcagas
apos a evisceragdo, como obtido nos Frigorificos B e C. No presente estudo, o ponto de
coleta de amostras ndo permite fazer uma relacdo direta do isolamento de Salmonella
com o processo de evisceracdo, pois ndo foi constatada a ruptura de intestino nas
carcagas amostradas, de forma que a contaminacg&o identificada nos Frigorificos B e C
pode ser decorrente do polimento, da inadequada ocluséo do reto, da evisceragdo ou da
soma de todas as etapas. Especificamente em relacdo ao Frigorifico C, pode ainda estar
relacionada com a observagdo de uma falha operacional que resultou na “queda” do reto
durante a ocluséo para o interior da cavidade abdominal. No entanto, apesar da falha
observada, a utilizagdo da bolsa plastica, pode ter prevenido uma maior contaminacao
nesta etapa, concordando com estudos que indicam que o uso de bolsa plastica previne a
contaminagdo fecal, contribuindo para que a frequéncia de Salmonella apds a
evisceracdo ndo seja ainda mais alta (BOLTON et al., 2002; LIMA et al., 2004). O
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Frigorifico A, por sua vez, utilizava um lacre pléstico que resultava na oclusdo completa
do reto, o que o barbante utilizado no Frigorifico B ndo permitia.

A frequéncia de Salmonella observada apds o chuveiro final foi bastante diversa
entre os trés frigorificos, sendo de 2,7%; 28,9% e 11,8% nos Frigorificos A, B e C,
respectivamente, com uma média de 14,7% (Tabela 3) (Figuras 3, 4 e 5). Estes
achados sdo inferiores aos observados por Botteldorn et al. (2003) que identificaram
Salmonella em 37% das carcacas antes do resfriamento. Os achados nos Frigorificos A
e C estdo em conformidade com aqueles identificados na Unido Européia onde a
prevaléncia média em carcacas foi de 8,3%, (0,0% a 20,0% (EFSA, 2008a).

Na avaliagdo apos o chuveiro final, os Frigorificos A e C apresentaram aumento
no numero de carcagas positivas, passando de zero para uma e de duas para quatro,
respectivamente, enquanto no Frigorifico B houve redugdo no nimero de carcagas
contaminadas, passando de 14 para 11 amostras positivas. Os resultados dos
Frigorificos A e C corroboram com os achados de Bolton et al. (2002) que identificaram
a lavagem final como responsavel pelo aumento na contaminagdo das carcacas.
Entretanto, varias etapas anteriores ao chuveiro final (divisdo da carcaca e toalete)
também podem ter contribuido para a presenca de Salmonella.

Na analise do efeito dos frigorificos sobre a contaminagdo das carcacas nas
diferentes etapas do abate avaliadas (Figura 6), verificou-se que no Frigorifico B em
relacdo ao A: (i) houve 4,18 vezes mais chances de isolar Salmonella apds a depilagéo;
(if) 11,17 vezes mais chances de se isolar apds a flambagem; e (iii) 14,66 vezes mais
chances de se isolar apds o chuveiro final. Na comparacdo do Frigorifico C com o A
ndo houve diferenca estatistica significativa.

Considerando as carcagas que apresentaram resultado positivo em pelo menos
um dos pontos amostrados, a avaliacdo dos dados permitiu demonstrar que, em media,
houve 7,92 vezes mais chance de isolar Salmonella na carcaca, em pelo menos um dos
pontos de coleta, no Frigorifico B comparado com o Frigorifico A (P<0,01) e que houve
uma tendéncia de maior chance de isolamento de Salmonella no Frigorifico C (P=0,07)
quando comparado com o Frigorifico A. Adicionalmente, foi possivel verificar que o
Frigorifico B (OR=9,24) apresentou uma tendéncia significativa (P<0,01) em relacdo ao
Frigorifico A de apresentar carcagas contaminadas em mais de um ponto.

E importante a observacio acerca da contaminagio de uma mesma carcaca em
mais de uma etapa amostrada, pois este dado é um indicativo de falha das Boas Praticas

de Fabricagéo nas operacOes de abate e de falha operacional das etapas. Nesse sentido,
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foram observados 14 casos de isolamento de Salmonella da mesma carcaca em
diferentes etapas amostradas, sendo um no Frigorifico A e 13 no Frigorifico B (Tabela
4). Destes 14 casos, em 13 as carcagas apresentaram o mesmo sorovar nas diferentes

amostras, o que permite melhor caracterizar a persisténcia da contaminacdo (Tabela 5).
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Figura 6. Total de amostras positivas para Salmonella em contetdo intestinal (Cl) e

carcacas nos diferentes pontos de amostragem dos Frigorificos A, B e C.

Tabela 4: NUmero de carcagas com isolamento de Salmonella em mais de uma amostra
coletada, de acordo com o perfil de amostras positivas, nos Frigorificos A, B e C.

Frigorificos Perfil de amostras positivas Ocorréncias dos perfis
A DpFb 1
B DpFbEvVCh 5
DpFbEv 2
EvCh 5
DpFb 1
C 0
Total 14

Dp= Apos Depilagdo; Fb= Apos Flambagem; Ev= Apds Eviscera¢do; Ch= Apo6s Chuveiro final.

A avaliagdo do ambiente dos frigorificos demonstrou que em menor ou maior
grau todos os estabelecimentos apresentavam contaminagdo nas instalagdes, com o
Frigorifico B apresentando as frequéncias mais elevadas. Esta observacdo estd de
acordo com o estudo de Botteldoorn et al. (2003) que demonstraram que Salmonella
estava presente nas amostras de ambiente de todos os matadouros pesquisados.

Os sorovares identificados nas amostras de ambiente (Typhimurium e Derby)
também foram isolados nas carcacas amostradas, evidenciando a disseminacdo de

Salmonella no frigorifico.
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Tabela 5: Sorovares de Salmonella identificados em amostras colhidas em baias de espera, conteudo intestinal e carcagas suinas nas diferentes
etapas de abate em trés matadouros-frigorificos (A, B, C) do Sul do Brasil.

Carcacas
Coletas  Baias de Espera Conteldo Intestinal Depilacdo Flambagem Evisceracdo Chuveiro Final
Al Derby (1)
A2 Typhimurium Infantis (4) Derby (2)
Derby/Typhimurium (1)
A3 Agona Agona (10) Typhimurium (2,12,13) Typhimurium (2) Typhimurium (13)
Typhimurium Typhimurium (5,12)
B1 Panama (5) Typhimurium (6,7,10,12) Typhimurium (8)
Typhimurium (12) Salmonella enterica (3)
B2 Derby Derby (3,4,11) Derby (4,5,7,8,13) Derby (6,13) Derby (4,5,8) Derby (4,5,7,8,9,11)
Panama (8) Typhimurium (2,3) Panama (5) Panama (1,11,13) Derby/Panama (6,12)
Senftenberg (2) Derby/Typhimurium (9) Typhimurium (3) Typhimurium (9) Infantis/Panama (1)
Panama/Typhimurium (9) Derby/Panama (7)
Derby/Panama (4) Panama/Typhimurium (12)
Brandenburg/Derby (10)
B3 Panama Panama (11) Panama (11,12) Panama (11) Panama (11,12)
Typmimurium Typhimurium (1,2) Salmonella enterica (1)  Typhimurium (12)
Panama/Typhimurium (12) Salmonella enterica (1)
Salmonella Derby/Typhimurium
C1 enterica Derby (5,7,11) Derby (16) (5)
Infantis (13) Typhimurium (1,5,12) Derby (14)
Typhimurium (1,2,3,6,17) Derby/Typhimurium(8)
Derby/Typhimurium (4,9)
Montevideo/Typhimurium (10)
Salmonella enterica (16)
Salmonella
Cc2 enterica Derby (5) Derby (10,12) Typhimurium (5) Derby/Typhimurium (9) Derby (1,12)

Typhimurium (17)

Salmonella enterica (8)

*entre parénteses, identificagdo das carcacas
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De um total de 132 isolados de Salmonella obtidos, a sorotipificagdo revelou
oito diferentes sorovares. Em 16 das amostras positivas para Salmonella foram
identificados mais de um sorovar. Os sorovares, Derby (n= 47; 35,6%), Typhimurium
(n=46; 34,8%) e Panama (n=21; 15,9%) foram os mais frequentes. Estes dados
corroboram com os relatados na Unido Européia (EFSA, 2009), onde 0s sorovares
Typhimurium e Derby foram 0s mais comumente encontrados em suinos ao abate na
maioria dos paises membros.

Os resultados da sorotipificagdo dos isolados de Salmonella (Tabela 5) permite
verificar a presenca de sorovares comuns nas baias de espera, conteldo intestinal e
carcacas em diferentes etapas do abate. Resultados similares foram relatados por
Sorensen et al. (2004), McDowell et al. (2007) e De Busser et al. (2008) e levam a
supor que grupos clonais circulam dentro dos frigorificos.

Para confirmar a presenca de grupos clonais de Salmonella nos frigorificos
estudados, todos os isolados dos sorovares que estavam presentes nas carcagas apos 0
chuveiro final foram caracterizados por macro-restricdo de DNA com as enzimas XBal
e BlInl. Os sorovares Panama, Derby e Typhimurium apresentaram, respectivamente,
trés, seis e oito pulsotipos no PFGE (Figura 7, Tabela 6).

A Unica carcaca positiva apés o chuveiro final no Frigorifico A (13Ch)
apresentou dois diferentes pulsotipos do sorovar Typhimurium, sendo um deles (Ty2)
também encontrado nas amostras das baias de espera e o outro similar a um isolado da
mesma carcaga no ponto de coleta ap6s a depilacéo (Ty1l).

Na segunda coleta do Frigorifico B (B2), todas as amostras de S. Derby isoladas
de carcacas, contetdo intestinal, baias de espera e ambiente foram classificados em um
unico pulsotipo comum (Del), enquanto as amostras de S. Panama isoladas de duas
carcagas apds o chuveiro final na coleta B3 (11Ch e 12Ch) apresentaram perfil similar
aos isolados das mesmas carcacgas apos a depilacéo e isolados da baia de espera (Pnl).

Na primeira amostragem do Frigorifico C, um isolado de S. Derby de carcaca
apos o chuveiro final (5Ch) foi similar a um isolado de contetdo intestinal (7Cl) e a
isolados de duas carcacas ap6s a depilagdo (8Dp e 16Dp), constituindo o pulsotipo De2.
A segunda carcaca positiva ap6s o chuveiro final (14Ch) apresentou isolado de
pulsotipo (De5) similar aos isolados do conteudo intestinal (4Cl e 5CI). Na amostragem
C2, o sorovar Derby isolado em duas carcacas apds o chuveiro final (1Ch e 12Ch)
apresentaram isolados de mesmo perfil, similar aos isolados do contetdo intestinal

(5CI) e de carcacgas apos a depilacdo (10Dp) e evisceracao (9Ev).
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Figura 7: Perfil de macro-restricdo (PFGE) de sorovares de Salmonella isolados em trés
matadouros —frigorificos do Sul do Brasil. M= Salmonella Branderup ATCC#BAA-
664.
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Tabela 6. Distribuicdo de pulsotipos de trés sorovares de Salmonella encontrados em
carcacas apos o Chuveiro Final em amostras colhidas em matadouros-frigorificos do Sul
do Brasil

Frigorifico/coleta Sorovar Pulsotipo Fonte de isolamento
A3 Typhimurium Tyl 13Dp*, 13Ch
Ty2 Espera, 13Ch
Ty3 2Dp
Ty4 2FDb, 12CI
Ty5 13Dp, Ambiente,
Ty6 13Dp
Ty7 5CI
Ty8 12Dp
B2 Derby Del Espera, 3Cl, 4Cl, 4Dp, 4Fb, 4Ev,

4Ch, 5Dp, 5Ev, 5Ch, 6Fb, 6Ch,
7Dp, 7Ev, 7Ch, 8Dp, 8Ev, 8Ch,
9Dp, 9Ch, 10Ev, 11Cl, 11Ch, 12Ch,
13Dp, 13Fb, Ambiente

B3 Panama Pnl Espera, 11Dp, 11Fb, 11Ch, 12Dp,
12Ch
Pn2 11Ev
Pn3 12Fb
C1 Derby De?2 5Ch, 7Cl, 8Dp, 16Dp
De3 9Cl
De4 11ClI
De5 4Cl, 5Cl, 14Ch
C2 Derby De5 1Ch, 5ClI, 9Ev, 10Dp, 12Ch
De6 12Dp

*0O nUmero representa a carcaga amostrada e as letras a etapa da linha de abate.
Cl- Contetdo Intestinal; Dp- Apds Depiladeira; Fb- Ap6s Flambagem; Ev- Apos Evisceragdo;
Ch- Apo6s Chuveiro Final.

Os dados da analise de macrorestricdo permitem demonstrar a ocorréncia do
mesmo perfil gendmico nos isolados das baias de espera e das carcagas dos animais nas
coletas A3, B2 e B3 (pulsotipos Ty2, Del e Pnl, respectivamente), confirmando a
importancia da baia de espera na contaminacdo das carcagas. De Busser et al. (2011)
também identificaram o mesmo perfil genbmico nos isolados na area da espera e
carcacas em 52,6% dos casos estudados.

Outra observacédo é a ocorréncia do mesmo pulsotipo identificado nas amostras
de contetdo intestinal e apds a depilagdo, em outros pontos de coleta na mesma carcaca
e em diferentes carcagas (pulsotipos Tyl, Del, Pnl, De5). Esse resultado reforca a

hipotese que essa etapa serviu como disseminadora de grupos Salmonella, o que esta de
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acordo com os trabalhos que apontam que no processo de depilagdo, material fecal pode
ser espalhado na superficie das carcagas (BORCH et al., 1996) de forma que o
equipamento de depilagdo pode ser uma importante fonte de contaminacdo de carcagas
(DAVIES et al.,1999; EFSA, 2010), permitindo que a presenca de patdgenos nas fezes
de um suino contamine vérias carcagas (LETELLIER et al., 2009). Estes achados
corroboram com os resultados de diferentes trabalhos (OLIVEIRA et al., 2006;
MAGISTRALI et al., 2006; BOTTELDOORN et al., 2004; PRENDERGAST et al.,
2009; DE BUSSER et al.,, 2011), que também identificaram isolados de mesmo
pulsotipo em diferentes amostras colhidas em matadouros.

A anélise das caracteristicas estruturais e operacionais dos frigorificos avaliados,
em conjunto com os resultados encontrados em rela¢ao a sorologia dos lotes e o nivel de
contaminagdo das baias de espera, do conteudo intestinal e das carcagas, aliado a
classificacdo fenotipica e genotipica dos isolados de Salmonella, permite algumas
inferéncias.

Apesar de ndo ter havido associagdo entre a sorologia dos lotes e a contaminagéo
da carcaca final, observa-se que a chegada ao matadouro de lotes com soroprevaléncia
menos elevadas (<50%) apresentou uma tendéncia de menor numero de carcagas
positivas, independente dos procedimentos adotados na linha de abate. Ao contrario, em
situacdes de alta soroprevaléncia, o que constitui o perfil tipico dos lotes suinos no sul
do Brasil, os procedimentos adotados pelo matadouro-frigorifico sdo determinantes da
presenca de Salmonella na carcacga ao final da linha de abate. A continua chegada ao
frigorifico de animais portadores de Salmonella no trato gastrintestinal, com a
consequente contaminacdo de baias de espera e transmisséo cruzada para outros animais
do lote, contribui para a disseminacdo de grupos clonais dessa bactéria. A entrada
desses animais na linha de abate e as etapas até a depilacdo, e, principalmente a
passagem na depiladeira, contribuem de forma importante para a disseminagdo dos
grupos clonais na superficie da carcaca, tendo sido demonstrado que esse ponto é onde
se encontrou 0 maior nimero de carcagas positivas. Entretanto, os isolados distribuidos
séo eliminados em grande parte por uma eficiente etapa de flambagem. A situagéo, em
termos de contagem de Salmonella, que as carcagas apresentam ap0s a etapa de
flambagem, e entram na zona limpa sdo cruciais, pois até o final da linha havera uma
tendéncia de amplificagdo do nimero de carcacas positivas e da contagem média por

carcaca.
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Assim, a analise dos dados permite recomendar a utilizacdo de equipamento
automatizado e eficaz para execugdo da etapa de flambagem para alcancar melhores
resultados no controle de Salmonella e procedimentos nas etapas anteriores a depilacéo,
como a observacdo do jejum e um banho eficiente dos animais, para a menor

contaminag&o da depiladeira com fezes.
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5. CONCLUSOES

1. Independente do numero de animais portadores de Salmonella, as etapas do
processamento influenciam positivamente, ou negativamente, na contaminagdo das
carcacas ao final da linha de abate, dependendo das técnicas executadas no frigorifico e
da aplicacdo adequada das Boas Praticas de Fabricagdo;

2. Dentre as etapas, aquelas realizadas até a depilacdo sdo as mais importantes para a
disseminacédo de grupos clonais de Salmonella;

3. Os procedimentos de flambagem sdo responsaveis por eliminar/diminuir os grupos
clonais. O néo controle adequado da contaminagdo nessa etapa acarreta na disseminagéo
e multiplicacdo nas etapas subsequentes de processamento até o produto final.
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APENDICE A. Nivel soroldgico dos lotes amostrados nas coletas do Frigorifico A.
Animal Positivo= Densidade Otica Corrigida > 0,169.
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APENDICE B. Nivel soroldgico dos lotes amostrados nas coletas do Frigorifico B.

Animal Positivo= Densidade Otica Corrigida > 0,169.
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APENDICE C. Nivel soroldgico dos lotes amostrados nas coletas do Frigorifico C.
Animal Positivo= Densidade Otica Corrigida > 0,169.
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