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RESUMO

Além de micro-organismos causadores de Doencas Transmitidas por
Alimentos, a presenca de bactérias resistentes a antimicrobianos deve ser
monitorada para garantir a inocuidade da carne suina. O objetivo deste estudo
foi determinar a frequéncia de Salmonella enterica e Listeria monocytogenes
em amostras de fezes e carcacas suinas, e avaliar a resisténcia a
antimicrobianos entre isolados de Escherichia coli provenientes das mesmas
origens. Dois ciclos de amostragem foram conduzidos em trés matadouros-
frigorificos localizados no Estado de Santa Catarina. Em cada ciclo, fezes
colhidas a partir do piso da pocilga de espera, e suabes de superficie de 14
carcacas no pré-resfriamento foram amostrados em trés lotes abatidos. As
amostras foram analisadas quanto a presenca dos géneros Salmonella e
Listeria e foi determinada a média de coliformes totais nas carcacas em cada
ciclo de amostragem. Isolados de E. coli foram avaliados quanto a frequéncia
de resisténcia a antimicrobianos pelo método de difusdo em agar. Das fezes
colhidas 83,33% (15/18) apresentaram Salmonella sp., e 55% (1/18) L.
monocytogenes. Do total de 252 carcacas, 27,38% (69/252) foram positivas
para Salmonella sp. e 19,84% (50/252) para L. monocytogenes. Em 3,17%
(8/252) carcacas houve o isolamento concomitante dos dois patdgenos. Os
isolados de Salmonella foram classificados em dez sorovares distintos,
predominando S. Typhimurium nas fezes e S. Derby nas carcacas. A média de
coliformes totais nas carcacas variou de 5,27x10" a 9,73x10°. Em relacédo ao
teste de resisténcia frente a antimicrobianos realizado em isolados de E. coli,
observou-se maior frequéncia de resisténcia em isolados de fezes do que nos
originados de carcacas, com diferenca significativa para tetraciclina (P<0,001),
ampicilina (P<0,001) e sulfonamida (P=0,022). Entre os matadouros-frigorificos,
houve diferenca na frequéncia de isolados resistentes para florfenicol e

gentamicina (P<0,05) em isolados de fezes, e para &cido nalidixico,



sulfonamida e tetraciclina (P<0,05) em isolados de carcaca. A elevada
frequéncia de resisténcia a principios ativos utilizados na suinocultura indicam
pressdo de selecdo exercida pelo uso indiscriminado de antimicrobianos e
podem resultar na co-selecédo de genes de resisténcia localizados em cassetes
génicos. Os isolados multi-resistentes foram mais presentes nas fezes quando
comparados com carcagas (P<0,001), sugerindo que hé& diminuicdo da
frequéncia de isolados resistentes ao longo do processo de abate. Com os
resultados obtidos no presente estudo, conclui-se que maior atencéo deve ser
dispensada ao monitoramento das etapas do abate para identificar possiveis
falhas que estdo determinando a presenca de carcacas contaminadas na fase
de pré-resfriamento, além da necessidade do uso mais prudente dos

antimicrobianos na suinocultura.

Palavras-chave: suinos, resisténcia antimicrobiana, doencas transmitidas por

alimento
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ABSTRACT

Besides the contamination of pig carcasses with food borne pathogens, the
presence of bacteria resistant to antimicrobials represent a new hazard that
should be monitored in order to ensure the safety of pork. This study aimed at
determining the frequency of Salmonella enterica and Listeria monocytogenes
in samples of swine feces and carcasses, and at evaluating antimicrobial
resistance among isolates of Escherichia coli from the same origin. Two cycles
of sampling were carried out in three slaughterhouses located in the State of
Santa Catarina. For each cycle, feces collected from the floor of the pen, and
surface swabs of 14 carcasses at the pre-chill were sampled in three
slaughtered batches. The samples were analyzed for the presence of
Salmonella and Listeria, and the average of total coliforms on carcasses in each
sampling cycle was determined. Isolates of E. coli were evaluated for the
frequency of antimicrobial resistance by the agar diffusion method. Out of the
feces collected 83.33% (15/18) had Salmonella sp., and 5.5% (1/18) L.
monocytogenes. Out of the total of 252 carcasses, 19.84% (50/252) were
positive for Salmonella sp. and 27.38% (69/252) for L. monocytogenes. In
3.96% (10/252) carcasses both pathogens were isolated. Salmonella isolates
were classified in ten serovars, predominantly S. Typhimurium in the feces and
S. Derby on the carcasses. The average of total coliforms on carcasses varied
between 5.27x10" to 9.73x10°. Regarding the antimicrobial resistance tests
carried out in isolates of E. coli, we observed a higher frequency of resistance in
isolates from feces than from carcasses, with a significant difference for
tetracycline (P<0.001), ampicillin (P<0.001) and sulfonamide (P=0.022). Among
the slaughterhouses, there were differences in the frequency of resistance
against florfenicol and gentamicin (P<0.05) in isolates from feces, and against
nalidixic acid, sulfonamide and tetracycline (P<0.05) in isolated from carcasses.
The high frequencies of resistance to drugs used in swine production indicate

selection pressure exerted by the indiscriminate use of antibiotics and may



result from co-selection of resistance genes located in gene cassettes. Multi-
resistant isolates were more frequent in the feces compared to carcasses
(P<0.001), suggesting that there is a decrease in the frequency of resistant
isolates during the slaughter process. From the results obtained in this study, it
is concluded that more attention should be paid to monitoring the stages of the
slaughter in order to identify possible flaws that are causing the presence of
contaminated carcasses at the pre-chill, as well as the need for more prudent

use of antimicrobials in swine production.

Keywords: swine, pork, antimicrobial resistance, food borne pathogens
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INTRODUCAO

A producdo suina mundial encontra-se em torno de 102 milhdes de
toneladas por ano, concentrando-se, em sua maior parte, na China, Uniao
Europeia e Estados Unidos. O Brasil ocupa o quarto lugar, produzindo 3,24
milhdes de toneladas de carne suina. O pais ocupa a mesma posi¢cdo no grupo
de paises exportadores, com 625 mil toneladas por ano. O maior produtor
nacional é o estado de Santa Catarina, responsavel, em 2010, por 26% da
producédo total do pais (746,9 mil toneladas), seguido do Rio Grande do Sul
(588,7 mil toneladas) e Parana (478,4 mil toneladas), conforme relatério anual
da ABIPECS (ABIPECS, 2011).

Segundo dados da Organizacdo das NagOes Unidas para Agricultura e
Alimentagdo — FAO, a proteina animal de maior consumo € a carne suina,
representando um total de 39% da ingestédo proteica diaria mundial, seguida da
carne de frango (30%), e bovina (24%). Os paises europeus sao 0s principais
consumidores de carne suina, sendo que na Austria 0 consumo per capita
alcanca 73 kg/ano, ou seja, uma média de 208 gramas por dia (FAO, 2008). No
Brasil, em 2010, o consumo anual alcancou apenas 14 quilos per capita
(ABIPECS, 2011).

A carne suina, assim como produtos carneos processados, pode
veicular micro-organismos patogénicos ao homem. As doencgas transmitidas
por alimentos (DTA) estao entre as enfermidades de maior ocorréncia mundial,
porém o numero de casos de DTA atribuiveis ao consumo de carne suina nao
€ totalmente conhecido. No Brasil, ha subnotificacdo de DTA, o que dificulta
estimar o niUmero de casos, bem como o0s agentes etioldgicos e os alimentos
envolvidos nos surtos. Entretanto, dados disponiveis no pais concordam com
as estatisticas mundiais que apontam o género Salmonella como um dos mais
prevalentes em casos de DTA em humanos.

Ha duas formas de manifestagéo clinica de salmonelose em humanos, a
forma gastroentérica (ndo tiféide), causada principalmente por S. Enteritidis e
S. Typhimurium, e a forma entérica (tiféide ou paratifdide) causada por S.
Typhi. A primeira forma € a mais associada ao consumo de produtos de origem

animal contaminados, principalmente ovos e carne de frango (EFSA, 2008a).
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Dados da European Food Safety Authority — EFSA, estimam que 10 a 20% de
casos de salmonelose possam ser veiculadas por produtos de origem suina na
Unido Europeia (EFSA, 2010).

Os suinos portadores séo considerados fonte primaria de introducao de
Salmonella nos matadouros-frigorificos, podendo contaminar o ambiente,
equipamentos e carcacas durante o processo de abate (BERENDS et al., 1997;
EFSA, 2008b; TEUNIS et al., 2010). Estima-se que cerca de 70% das carcacas
contaminadas resultem de animais portadores e 30% por contaminacao
cruzada (BERENDS et al.,, 1997; BOTTELDOORN et al., 2003). Carcacas
contaminadas, por sua vez, podem resultar em produtos processados com a
presenca de Salmonella, como relatado em diversos estudos (CASTAGNA et
al., 2004; BANDEIRA et al., 2007; MURMANN et al., 2009).

Menos prevalente nas estatisticas, porém relevante para saude publica
em virtude da gravidade dos sintomas causados em grupos considerados de
risco (ACHA & SZYFRES, 2001), Listeria monocytogenes é o agente etiologico
da listeriose humana. Anualmente, estima-se que seja a causa de mais de
1400 hospitalizacdes e 250 oObitos nos Estados Unidos (SCALLAN et al., 2011).
Diversos alimentos prontos para o consumo e de origem lactea sdo 0s mais
frequentes veiculadores dessa bactéria, porém produtos de origem suina
podem também estar envolvidos na transmissao de L. monocytogenes.

A disseminacdo desse micro-organismo em matadouros-frigorificos de
suinos pode estar relacionada com a sua presenca no conteddo intestinal.
Porém, estudos demonstram que as tonsilas albergam maior quantidade de L.
monocytogenes quando comparadas com o intestino, atribuindo-se assim, a
etapa de retirada das visceras e cabeca o ponto critico para a contaminacao da
carcaca (AUTIO et al., 2000; THEVENOT et al., 2006). Além disso, por sua
capacidade de produzir biofiilme e sobreviver a temperaturas baixas, L.
monocytogenes pode permanecer no ambiente, sobrevivendo a procedimentos
de limpeza e desinfec¢do, sendo o mesmo considerado como fonte potencial
de contaminac&o das carcacas suinas (LUNDEN et al., 2002).

Aléem de determinantes de patogenicidade presentes nestas bactérias,
genes de resisténcia a antimicrobianos adquiridos horizontalmente, podem
levar a falhas no tratamento da infeccdo. O elevado uso — terapéutico,

metafilatico e profilatico — de antimicrobianos na producéo animal contribui para
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o aumento dos indices de resisténcia através da pressdo de selecao exercida
sobre bactérias comensais e patogénicas (SCHWARZ & CHASLUS-DANCLA,
2001).

Alguns micro-organismos encontrados em animais, por sua vez,
apresentam perfil de resisténcia a antimicrobianos e genoétipo semelhantes aos
isolados humanos, reforcando a hipétese de que os animais de producdo
podem ser reservatério de bactérias multi-resistentes. Com isso, esta
resisténcia torna-se um problema de saude publica ligado a seguranca dos
alimentos.

A competitividade de mercado e a valorizagdo a nivel mundial da carne
suina contribuem para o conceito de qualidade e inocuidade alimentar. Para
suprir a exigéncia de alimentos in6bcuos e com qualidade, o Brasil deve estar
atento para barreiras sanitarias impostas por paises importadores, elaborando
programas de monitoramento e controle em todo o sistema de produgéo.
Estudos que contribuam para o conhecimento da situacdo de produtos de
origem suina em relacdo a frequéncia de micro-organismos causadores de
DTA, bem como os perfis de resisténcia a antimicrobianos, podem auxiliar no
direcionamento de acdes a serem tomadas na cadeia produtiva.

A partir disso, os objetivos deste trabalho foram: i. determinar a
frequéncia de isolamento de Salmonella sp. e Listeria monocytogenes em
amostras de fezes, colhidas nas pocilgas de espera de matadouros-frigorificos,
e de carcacas na etapa de pré-resfriamento; ii. avaliar a resisténcia a
antimicrobianos entre isolados de Escherichia coli provenientes das mesmas

amostras.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Género Escherichia

O primeiro relato de isolamento do género Escherichia foi realizado em
1885, pelo bacteriologista alemao Theodor Escherich, a partir de fezes de uma
crianca (FAIRBROTHER & GYLES, 2006). Apenas em 1940, esta espécie foi
relacionada como causadora de gastroenterite, em um surto em trabalhadores
na Inglaterra (ADAMS & MOSS, 2000a).

O género Escherichia compreende bastonetes Gram-negativos,
visualizados isoladamente ou em pares. Sado anaeroObios facultativos, néo
esporulantes, reduzem nitrato até nitrito, oxidase negativa e catalase positiva.
Podem ser méveis pela presenca de flagelos peritriquios, mas também
apresentam espécies que sdo imoOveis. Produzem acidos em quantidade
elevada a partir da glicose, detectada pelo teste de vermelho de metila.
Geralmente ndo utilizam citrato como fonte de carbono, ndo produzem acido
sulfidrico (H.S) e ndo hidrolisam a uréia e lipideos. Algumas espécies
fermentam arabinose, maltose, manitol, manose, ramanose, trealose, lactose e
xilose. A temperatura 6tima de crescimento é 37°C. Fazem parte da microbiota
intestinal normal dos animais de sangue quente, e podem ser patdégenos
oportunistas. Atualmente, sdo reconhecidas cinco espécies nesse género
(HOLT et al., 1994; QUINN et al., 2011).

1.1.1. Escherichia coli

A diferenciacdo de Escherichia coli das demais espécies do género
baseia-se na sua capacidade de produzir indol a partir do triptofano,
incapacidade de utilizar o citrato como fonte de carbono, motilidade positiva e
fermentacao da lactose (QUINN et al., 2011).

A colonizacao por E. coli no trato intestinal de mamiferos ocorre a partir
de fontes ambientais logo apdés o0 nascimento. A partir desse momento,
persistem como membros da flora comensal do intestino, desempenhando

funcdo na sintese de vitaminas, principalmente da vitamina K. Entretanto,
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essas cepas comensais podem causar infecgdes oportunistas em sitios extra-
intestinais, como € o caso do trato urinario. As cepas responsaveis por causar
enterocolite geralmente ndo fazem parte da microbiota normal de animais
saudaveis, sendo adquiridas através do contato direto com animais portadores,
ou ingestdo de alimentos e 4gua contaminados (KASNOWSKI et al., 2007).
Algumas cepas de E. coli apresentam potencial patogénico, que pode ter sido
adquirido durante o processo evolutivo da espécie, por meio da aquisicao de
genes de viruléncia por cepas comensais, através de mutacdes ou
transferéncia horizontal de determinantes génicos (MADIGAN et al., 2010). As
cepas patogénicas sao divididas em patotipos, de acordo com o tipo de toxina
produzida e as doencas especificas que causam, podendo ser gastroenterite
ou doencas extra-intestinais.

Dentre as cepas de E. coli causadoras de gastroenterite em seres
humanos, a combinacao de fatores de viruléncia possibilita a sua classificacéo
em seis patotipos: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC), E. coli de aderéncia difusa (DAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E.
coli enteropatogénica (EPEC) e E. coli produtora de Shiga toxina (STEC)
(HUANG et al., 2006).

a) E. coli enterotoxigénica (ETEC)

A patogenia da infeccdo por cepas ETEC estd relacionada com a
presenca de fimbrias que possuem a capacidade de fazer ligacao especifica as
células do intestino delgado de diferentes espécies animais e de humanos.
Apds a colonizacdo, produzem e exportam para o interior da célula do
hospedeiro enterotoxinas termoestavel (ST) e/ou termolabil (LT). As LT séo
inativadas a uma temperatura de 60°C, apos 30 minutos, e também sofrem
desnaturacdo em pH &acido (DUBREUIL, 2008). S&o secretadas através da
membrana externa da bactéria para o interior do enterécito, exercendo sua
acdo na secrecao de fluidos dessas células. Quando a toxina liga-se aos
receptores na superficie do enterécitos, ocorre a ativagcdo da adenil ciclase,
causando secrecdo de cloreto e saida de sédio e agua (ZLOTOWSKY et al.,
2008; FLECKENSTEIN et al., 2010).
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J& as toxinas ST sdo assim denominadas por suportarem aquecimento
de 100°C por 15 minutos sem perda de funcdo; além disso, sdo acido-
resistentes. Sao peptideos ricos em cisteina, e tem como mecanismo de acao
a inibicdo do co-transporte de Na* e CI” pela ativacdo da enzima guanil ciclase,
blogueando, assim, a absorcdo de agua pelos enterécitos, e promovendo a
secrecdo de cloreto e agua nas criptas. Além desses dois tipos de
enterotoxinas, descreveu-se mais recentemente em E. coli a toxina EAST1 cujo
mecanismo de acédo relaciona-se ao aumento da secrecdo de ions CI" e na
inibicdo da absorcéo de ions Na* (ZLOTOWSKY et al., 2008; FLECKENSTEIN
et al., 2010).

A ETEC é responsavel pela infeccdo entérica mais comum,
frequentemente  denominada  “diarreia do viajante”. @ Em  paises
subdesenvolvidos, onde a contaminacdo dos recursos hidricos por esgoto sem
tratamento pode ocorrer, ETEC tende a ser endémica. Os sintomas, que
ocorrem 12 a 36 horas apds a ingestdo de alimento ou agua contaminada,
caracterizam-se por diarreia leve e sem ocorréncia de febre. Casos mais
graves podem cursar com diarreia mais intensa, porém sem sangue, dor
abdominal e vémito. Geralmente é auto-limitante, havendo a recuperacao apos
um periodo de até trés dias (PIGOTT, 2008).

b) E. coli enteroagregativa (EAEC)

As cepas do patotipo EAEC ligam-se ao epitélio do jejuno, ileo e colon.
Primeiramente ocorre adesdo a mucosa intestinal por fimbrias de aderéncia
agregativa (AAF) e outros fatores de adesdo. Ha trés subunidades estruturais
AAF: AFF/l, AFF/Il e AFF/III, codificadas pelos genes aggA, aafA e agg-3,
respectivamente. A AAF/I é responsavel pelo fendtipo agregativo e
hemaglutinagdo de eritrécitos humanos observada em algumas cepas de
EAEC; a AAF/Il permite adesdo a mucosa intestinal e a AAF/Ill também esta
envolvida com a agregacao das bactérias e sua adesédo as células epiteliais.
Diferentemente da AAF/I e IlI, as quais morfologicamente formam feixes
frouxos, AAF/Ill aparece em filamentos individuais longos e flexiveis
(MONTEIRO-NETO et al., 2003). Apés a adesdo, a producdo de muco pelo

enterocito é induzida pela bactéria, resultando na formagao de um biofilme.
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A liberacdo de toxinas ocorre logo em seguida, lesando enterdcitos. Trés
toxinas envolvidas nesse quadro ja foram identificadas: toxinas mediadas por
plasmideos (Pet), enterotoxina termoestavel (EAST1), e Shigella enterotoxina 1
(ShET1). A Pet funciona como uma enterotoxina e uma citotoxina, induzindo o
alongamento celular e o arredondamento das Vvilosidades, seguido de
esfoliacdo de células do substrato, acompanhados de perda de fibras de actina.
A EAST1, codificado por astA, € uma proteina resistente ao calor semelhante a
toxina ST encontrada em ETEC. Foi originalmente detectada em cepas EAEC,
no entanto, EAST1 foi posteriormente também identificada em outros patotipos
(ETEC, EHEC, EPEC e DAEC) (HARRINGTON et al., 2006).

Juntamente com a liberacdo de toxinas, ha o estimulo da resposta
inflamatoria, cuja extensdo depende diretamente dos mecanismos de defesa
do hospedeiro e da viruléncia da cepa. Porém, a associacao da presenca de
genes de viruléncia com os sintomas clinicos encontrados, nem sempre é
clara. Assim, cepas de EAEC que apresentam os genes de viruléncia citados
nem sempre estdo associadas com doenca clinica. No entanto, a presenca de
fatores de viruléncia em cepas de E. coli estd associada com niveis elevados
de citocinas nas fezes e marcadores inflamatérios, como a interleucina (IL)-1ra,
IL-18, IL-8, interferon (INF)-y, lactoferrina, leucécitos fecais e pesquisa de
sangue oculto (HUANG et al., 2006).

A principal forma de infeccdo é a via fecal-oral, sendo os surtos
frequentemente associados ao consumo de saladas e agua (OKEKE &
NATARO, 2001). Os sintomas mais comumente relatados s&o diarreia aquosa
com ou sem sangue e muco, dor abdominal, nausea, vomito e febre, podendo

apresentar-se de forma aguda ou cronica (HUANG et al., 2006).

c) E. coli aderente difusamente (DAEC)

O patotipo DAEC é caracterizado por seu padrao de adesao difusa, que
envolve toda a célula. Sabe-se que o padréo de aderéncia difusa € devido a
adesinas codificadas por uma familia de operons chamada de afa/dra/daa
produtoras de adesinas fimbriais (F1845 e Dr) e néo-fimbriais (AfaE-l e AfaE-
[ll). Entretanto, pouco € conhecido sobre a sua patogénese, pois alguns

estudos tém demonstrado o envolvimento como agente de diarreia, enquanto



21

outros encontram maior quantidade de DAEC em fezes de pacientes sem
apresentacao clinica. Diversos estudos associam cepas de DAEC como causa
de diarreia, particularmente em criangcas maiores de 12 meses de idade.
Nesses casos, as lesbes caracteristicas ocorrem nas microvilosidades, porém
detalhes da epidemiologia da aquisicdo da doenca ainda ndo € bem
determinado, além de gravidade e transmissao da mesma (KAPER et al., 2004;
LE BOUGUENEC & SERVIN, 2006).

Algumas cepas de DAEC néo induzem secrecdo de IL-8, portanto néao
provocam reacgdo inflamatoria. Este fato ocorre, provavelmente pela
heterogeneidade das cepas que compdem o grupo de DAEC, diferindo entre si
qguanto a viruléncia. Sendo assim, a adesao difusa isoladamente parece ser

insuficiente para causar lesdes intestinais (ARIKAWA et al., 2005).

d) E. coli enteroinvasiva (EIEC)

Cepas pertencentes ao grupo EIEC apresentam caracteristicas préprias,
gquando comparadas aos outros patotipos: ndo possuem flagelos, fermentam
tardiamente ou n&o utilizam a lactose. Estas cepas assemelham-se ao género
Shigella, causando manifestacdo clinica similar. Apesar disso, ndo produzem
Shiga toxina, e sua dose infectante € maior que a necesséria para a infeccéo
de humanos por Shigella, 10° a 10® células (VAN DEN BELD & REUBSAET,
2011).

O principal mecanismo de patogenicidade € a invasdo, ocorrendo
penetracdo em células epiteliais, seguida pela lise do vacuolo endocitico,
multiplicacéo intracelular, movimento direcional no citoplasma e invasdo das
células adjacentes. O plasmideo plny, presente tanto em Shigella quanto em
cepas EIEC, é responsavel pela codificacdo e expressao de varios genes, que
sdo ativados em resposta a sinais do microambiente. O sistema de secrecdo
tipo Il presente nessas bactérias medeia eventos como: sinalizagdo na célula
epitelial, rearranjo do citoesqueleto, captacéo celular e lise de vacuolos. Outros
fatores relacionados com a invasdo ja foram descritos, sendo os genes ial
(invasion associated locus) e ipaH os principais (KAPER et al., 2004; PARSOT,
2005).
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Os pacientes acometidos por este patotipo apresentam a doenca
invasiva do colon, chamada de disenteria bacilar. Os sintomas caracteristicos
sao febre, dor abdominal, e diarreia aquosa, podendo ocorrer fezes com
sangue e muco. A disenteria causada por EIEC é, geralmente auto-limitante
(SABRA, 2002).

e) E. coli enteropatogénica (EPEC)

Cepas EPEC causam a aderéncia na superficie do epitélio intestinal que
resultam em les@es tipicas denominadas attaching and effacing, e que levam a
destruicdo das microvilosidades. O contato inicial entre EPEC e a célula
hospedeira é mediado por adesinas, denominadas bundle forming pillus (BFP).

A partir desta etapa, ocorre o deslocamento de proteinas efetoras da
bactéria para a célula alvo, mediados pelo sistema de secrecdo do tipo Il
(TTSS). Durante este estagio, ha producdo de mediadores da inflamacéo e
apoptose, evoluindo para a adesdo mais intensa da bactéria a célula epitelial,
mediada por uma proteina da membrana externa da bactéria, a intimina, e seu
receptor celular Tir. Esta interagdo intimina-Tir provoca rearranjo no
citoesqueleto celular, ocasionando o encurtamento da vilosidade e prejuizo da
capacidade absortiva. Os genes necessarios para a formacéo da leséo tipica
encontram-se numa ilha de patogenicidade denominada locus of enterocyte
effacement (LEE) (DEBROY & MADDOX, 2001; SILVA & SILVA, 2006).

Escherichia coli enteropatogénica é considerada uma importante causa
de diarreia infantil, sendo associada com a subnutricdo e condi¢Bes precérias
de saneamento. No paciente acometido ocorre mal-estar, vomitos e diarreias
aquosas podendo ter presenca de sangue, ap0s 12 a 26 horas da ingestao do
micro-organismo (DEBROY & MADDOX, 2001).

f) E. coli produtora de Shiga toxina (STEC)

O patotipo STEC compreende cepas que produzem citotoxinas Stx,
semelhantes a toxina de Shiga (Stx1 e Stx2). O sub-grupo que se destaca
neste patotipo € E. coli entero-hemorragica (EHEC), também denominadas de

E. coli verotoxigénicas ou produtoras de verotoxinas (VTEC ou Shiga-like
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toxina). Esse sub-grupo produz toxinas similares ou idénticas aquela produzida
pela bactéria Shigella dysenteriae tipo I. As cepas de EHEC também tém a
presenca da ilha de patogenicidade LEE que auxiliam na diferenciacdo deste
subgrupo frente as STEC (KAPER et al, 2004). Micro-organismos deste
subgrupo podem causar colite hemorragica (HC), sindrome hemolitica urémica
(SHU ou HUS) e a purpura trombdtica trombocitopénica (TPP).

A toxina Stx é produzida no colon apos a invasao, sendo absorvida pela
mucosa e transportada por via hematdgena até o rim. Nesse sitio causa leséo
nas células endoteliais e na microvasculatura através de uma combinacgéo de
toxicidade direta e inducéo de citocinas locais e producao de quimiocina. Este
processo resulta na inflamacao renal, podendo progredir a HUS, que é
caracterizada por anemia hemolitica, trombocitopenia e potencialmente fatal
pela insuficiéncia renal aguda. Além disso, a toxina Stx induz apoptose em
células epiteliais do intestino, resultando em diarreia sanguinolenta, colite
hemorragica, necrose e perfuracédo intestinal (KAPER et al., 2004).

As cepas EHEC, por possuirem a ilha de patogenicidade LEE, codificam
um sistema de secrecdo do tipo Il e proteinas efetoras semelhantes aquelas
que sdo produzidas pelas EPEC. Estudos indicam a importancia da adesina
intimina na colonizacao intestinal e 0 aparecimento de anticorpos séricos contra
intimina e outras proteinas codificadas por LEE em pacientes com quadro de
HUS. Acredita-se que o principal sorotipo (EHEC O157:H7) pertencente a esse
sub-grupo evoluiu a partir de cepas EPEC que adquiriram a capacidade de
produzir Stx. Outros fatores de aderéncia tém sido descritos para cepas de
EHEC, como é o caso da adesina ToxB, codificados em plasmideo presente
em EHEC (KAPER et al., 2004; PIGOTT, 2008).

O principal sitio de colonizacdo de EHEC ¢ o trato intestinal de bovinos;
nessa espécie ndo causam sintomas clinicos. Os primeiros surtos reportados
em humanos foram associados ao consumo de hamburgueres de carne bovina,
insuficientemente cozidos. Atualmente, véarios alimentos tém sido associados
com surtos, incluindo salsicha, leite ndo pasteurizado, frutas e vegetais. A dose
necessaria é extremamente baixa para a ocorréncia da doenca (<102).
Qualguer individuo é considerado suscetivel a colite hemorragica, porém
criancas e idosos constituem o grupo de risco. Nesse grupo a taxa de
letalidade chega a 10% (CDC, 2011).
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1.1.1.1. Escherichia coli em suinos

Escherichia coli, além de ser uma bactéria comensal no trato intestinal
de suinos, inclui cepas responsaveis por manifestacdes clinicas nesta espécie.
Dentre elas, ha cepas responsaveis por causar diarreias, podendo ocorrer
alteracfes patologicas que comprometem a integridade da mucosa, causando
assim ativacdo de mecanismos secretorios e efusdo de conteudo proteico para
o limen intestinal, levando a desidratacao intensa (ZLOTOWSK et al., 2008;
VANNUCCI & GUEDES, 2009), e também podem ocasionar doencas extra-
intestinais, como por exemplo as infec¢des do trato urinario (FAIRBROTHER &
GYLES, 2006).

Os patotipos mais relacionados a doencas em suinas sdo ETEC, STEC
(também chamadas de E. coli produtoras da doenca do edema — EDEC),
EPEC (também chamada de E. coli “attaching effacing” — AEEC), e E. coli
uropatogénica (UPEC), considerada extra-intestinal.

As cepas enterotoxigénicas de E. coli (ETEC) séo responsaveis pela
colibacilose, esta considerada uma das enfermidades entéricas de maior
impacto na suinocultura, acometendo principalmente animais neonatos e no
pés-desmame. Sua adesdo a mucosa intestinal por meio de fimbrias e a
producdo de uma ou mais enterotoxinas termolabeis (LT-I e LT-Il) e
termoestaveis (STa, STb e EAST1) determinam o aparecimento do quadro de
diarreia e desidratacdo. A toxina STb € tipicamente associada as cepas
enterotoxigénicas encontradas em suinos. As fimbrias presentes nas cepas de
E. coli associadas a diarreia sdo: F4 (K88), F5 (K99), F6 (P987), F41 e F18. As
ETEC podem ainda produzir outro tipo de adesina, envolvida na aderéncia
difusa (AIDA), podendo estar presentes juntamente com fimbrias F18, sendo
relatado seu papel na colonizacdo de algumas cepas de ETEC em diarreia pos-
desmame na colonizagdo do intestino de suinos. Ela medeia a adesdo a uma
variedade de superficies e promove a formacéo de biofilme (FAIRBROTHER et
al., 2005).

A colibacilose neonatal ocorre em decorréncia do contato do leitdo
suscetivel com as cepas patogénicas. Esta doenca acomete leitdes de zero a
quatro dias de idade, ap6s a colonizacdo do intestino delgado com cepas

ETEC, ocasionando diarreia aquosa amarelada e forte desidratacdo. A
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letalidade é alta, podendo ocorrer mortes de leitdes antes da observacdo da
sintomatologia tipica (FAIRBROTHER & GYLES, 2006; MORES & MORENO,
2007a).

No periodo pos-desmame, observa-se a ocorréncia de estresse e
reducdo nos niveis de anticorpos colostrais, além da elevacao do pH estomacal
no leitdo, acarretando em uma reducao na atividade bactericida gastrica. Com
isso, pode haver um aumento no numero de E. coli hemoliticas em relagdo as
nao hemoliticas no trato gastrointestinal, resultando na colibacilose da terceira
semana. Nesta doenca ocorre diarreia com consisténcia variando de pastosa a
cremosa e uma desidratacdo moderada, entretanto sua mortalidade é
considerada baixa (FAIRBROTHER et al., 2005; DUBREUIL, 2008; MORES &
MORENO, 2007b). Infec¢des por cepas de EPEC (ou AEEC) causam diarreias
neonatais e p6s desmame associadas a ma absorcdo de nutrientes. Nao ha
dados relativos a prevaléncia da infec¢éo por este patotipo no Brasil (COSTA et
al., 2009a).

Outra apresentacdo clinica, ocasionada pelo patotipo E. coli
verotoxigénicas (VTEC ou EHEC) é a doenca do edema, que acomete leitdes 4
a 15 dias pos-desmame. Para os suinos, a toxina Stx2 € considerada a mais
importante, ocorrendo a enfermidade quando cepas aderem ao intestino
delgado por meio de fimbrias F18a/b e se multiplicam, produzindo a Stx2 que é
absorvida e sofre disseminacdo sistémica. Essa toxina inativa a sintese
protéica em células do endotélio vascular do intestino delgado, tecido
subcutaneo e encéfalo. A lesdo nas células endoteliais induz o aparecimento
do edema e sinais nervosos caracteristicos da enfermidade. A ndo expressao
de receptores para as fimbrias F18a/b faz com que alguns animais apresentem
resisténcia natural a esta doenca (FAIRBROTHER & GYLES, 2006).

Em estudo conduzido em Santa Catarina objetivando determinar 0s
agentes bacterianos associados com a ocorréncia de diarreia em suinos em
diferentes faixas etarias, a prevaléncia de E. coli foi elevada nas fases de
maternidade (76%), creche (53,6%) e terminacdo (26,9%). Os tipos
fimbriais mais prevalentes em E. coli isolada na fase de maternidade foram F5
(20%), F6 (16,3%), F42 (6,8%) e F41 (5,7%); ja nas fases de creche e
terminacdo, predominaram cepas com fimbrias F4 (11,2% e 5,4%, respectiva-
mente) (MENIN et al., 2008).
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Em outros estudos conduzidos no Brasil, a prevaléncia dos diferentes
patotipos de E. coli em leitdes que apresentavam diarreia foi de: 27,7% a
71,4% para ETEC; 2,5% para STEC, 32,7% para E. coli ndo enterotoxigénica;
e 43,8% sem padrdo especifico (ALMEIDA et al.,, 2007; KOLLING, 2009;
COSTA et al., 2010). Em relagdo aos fatores de viruléncia mais encontrados,
pesquisa envolvendo 40 isolados clinicos de suinos com diarreia e 13 isolados
ambientais demonstrou gene que codifica a toxina Stb em 50% dos isolados
clinicos, seguido por Sta e LT, com 35%. Dentre os fatores de adesinas
pesquisados, a F18 foi encontrada em 27,5% das amostras (COSTA et al.,,
2006).

Em relacdo as cepas que provocam infeccbes no trato urinario,
destacam-se as E. coli uropatogénicas (UPEC). As fémeas sdo mais
suscetiveis a essas infec¢des, devido a sua anatomia e fisiologia. Os fatores
associados a patogenicidade destas cepas estdo a producédo de hemolisinas,
aerobactina, fimbrias ndo hemaglutinantes 987P (F6), fimbrias hemaglutinina
manose-sensiveis (HAMS), fimbrias hemaglutininas manose-resistentes
(HAMR), capsula, resisténcia ao soro e producdo do fator citotoxico
necrotisante (CNF). A infeccdo do trato urinario pode acarretar em diminuicdo
na produtividade devido a sintomatologia clinica, como reducdo de peso dos
leitdes e mortalidade (BRITO et al., 2004).

1.1.1.2. Escherichia coli como indicador de contaminacdo fecal em

alimentos

Um indicador € uma medida que reflete uma caracteristica ou aspecto
particular, em geral ndo sujeitos a observacdo direta. Tem como propdsito
refletir a situacdo atual do ambiente amostrado (COSTA et al., 2009b). Em
alimentos, os micro-organismos indicadores S&80 grupos ou espécies que
quando isolados, indicam a ocorréncia de contaminacao, provavel presenca de
patdgenos ou sugerem um processo de deterioragcdo do alimento. Um bom
micro-organismo indicador deve estar sempre presente, ser de facil deteccéo e
quantificacdo em todos os alimentos, além de ser facilmente distinguivel da
microbiota normal e apresentar crescimento com correlagcdo direta, negativa

com a qualidade do produto. Aléem disso, seu isolamento n&o deve ser afetado
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por componentes dos alimentos (MILLER & DICKSON, 2009). Com o uso de
indicadores, pode-se também demonstrar se as condi¢des sanitarias estéo
adequadas durante o0 processamento, producdo ou armazenamento
(LANDGRAF, 1996).

Os coliformes, micro-organismos capazes de fermentar lactose na
presenca de bile a uma temperatura de 37°C, podem ser utilizados como
indicadores gerais da qualidade do processo. Além desses, podem ser
adotados os coliformes fecais, caracterizados como o grupo de coliformes
capazes de multiplicacdo em temperatura de 45°C, sendo, por isso,
denominados termotolerantes. Os coliformes termotolerantes séo considerados
indicadores de contaminacdo de origem fecal de alimentos. Entretanto entre as
espécies que compreendem esse grupo, apenas E. coli apresenta forte
associacdo com a contaminacao fecal e presenca de patdgenos entéricos
(MILLER & DICKSON, 2009). Porém, durante o processamento de alimentos a
contaminacdo de origem ambiental também pode ser importante para a
introducdo de patégenos que poderdo chegar ao consumidor. Dessa forma, a
adocado dos coliformes totais é cada vez mais frequente no monitoramento da
qualidade higiénica dos alimentos (ADAMS & MOSS, 2000b).

A contaminacdo de carcacas suinas por E. coli ocorre principalmente
durante a etapa de eviscera¢do, podendo a carcaca chegar na etapa de pré-
resfriamento com a presenca de bactérias de origem fecal. O processo de
resfriamento tem a capacidade de reduzir o nimero de micro-organismos nas
carcagas, porém, uma quantidade significativa de carcacas podera permanecer
contaminada ao final do periodo de resfriamento (LENAHAN et al., 2009).

O significado do monitoramento de indicadores para prever a presenca
de Salmonella em carcacas suinas tem sido amplamente estudado. Ruby &
Ingham (2009) sugeriram que a auséncia de coliformes totais pode ser um
critério Util para a previsdo de auséncia de Salmonella em carcaca. A mesma
situacdo ndo foi encontrada em estudo realizado na Bélgica, onde a contagem
média de E. coli encontrada em carcacas suinas resfriadas variou de 0,43 a
1,11 log UFC/cm?, e ndo apresentou relacdo significativa com a prevaléncia de
bactérias do género Salmonella (DELHALLE et al., 2008). Entretanto, em
estudo conduzido por Ghafir et al. (2008), a contagem de E. coli foi

significativamente maior em carcacas suinas positivas para Salmonella sp.,
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levando os autores a considerar E. coli um bom indicador para monitorar o
controle de contaminacdo fecal e presenca de patdogenos de origem entérica

em carcacas.

1.2. Género Salmonella

O primeiro relato deste género ocorreu em 1886, sendo considerado o
agente etiolégico da peste suina classica (PSC), por Daniel Elmer Salmon e
Smith. Posteriormente, a etiologia viral da doenca foi determinada, sendo a
bactéria, identificada como Salmonella Choleraesuis, caracterizada como
agente secundario e oportunista da infeccdo (GRIFFITH et al., 2006).

As bactérias pertencentes a este género sdo bacilos Gram-negativos,
mobveis por possuirem flagelos peritriqueos, com excecado dos sorovares
Salmonella Gallinarum e S. Pullorum. S&o bactérias anaerdbias facultativas,
oxidase negativa, catalase positiva, indol e teste de Voges-Proskauer negativo
e vermelho de metila positiva. Utilizam citrato como Unica fonte de carbono e
sdo capazes de descarboxilar lisina e ornitina. Sao produtoras de &cido
sulfidrico (H2S), ndo hidrolisam ureia e reduzem nitrato a nitrito. Geralmente
fermentam arabinose, maltose, manitol, manose, ramanose, sorbitol, trealose e
xilose, e ndo fermentam lactose (HOLT et al., 1994). Podem crescer em
temperatura de 7° a 45°C, em pH variando de 4,5 a 9, sobrevivendo também ao
congelamento e desidratacdo por longos periodos, quando em presenca de
matéria organica (D’AOUST, 1997; GRIFFITH et al., 2006). Porém seu
crescimento 6timo ocorre em temperatura de 35-37°C e em pH 6,5-7,5 (HOLT
et al., 1994).

A classificacdo do género Salmonella esta em constante mudanca,
sendo dividido em duas espécies: S. enterica e S. bongori (HOLT et al., 1994).
Por sua vez, S. enterica esta dividida em seis subespécies: enterica, salamae,
arizonae, diarizonae, houtenae e indica.

A classificacdo mais empregada do género Salmonella é aquela
realizada pelo Esquema Kauffmann-White, baseada na caracterizacdo dos
antigenos somaticos (O), representados por lipopolissacarideos da parede
celular, e flagelares (H), de teor protéico. Nos sorovares S. Thyphi, S. Paratyphi

e S. Dublin ha ainda o antigeno capsular Unico (Vi), que contribui para a
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identificacdo e viruléncia dos mesmos (D’AOUST, 1994). No total, existem
2.610 diferentes sorovares de Salmonella, sendo que 1.547 sdo pertencentes
ao grupo S. enterica subsp. enterica (GUIBOURDENCHE et al.,, 2010). Os
sorovares com maior potencial zoondtico pertencem ao grupo da subespécie
enterica.

A manifestacéo clinica de salmonelose em humanos depende do agente
causador. Salmonella Typhi é responsavel pela forma entérica (tiféide ou
paratiféide), doenca caracterizada por infeccdo sistémica e febre alta com
duracdo de varias semanas, com letalidade podendo chegar a 15% (BRASIL,
2008a). Em individuos imunocompetentes, a maior parte dos sorovares nao
tifoides estdo associadas com gastroenterite, ocasionando uma infeccéo
localizada no ileo terminal e célon, com manifestacdo de febre, diarreia e
cllicas intestinais. No entanto, perdas de funcdo da barreira mucosa em
individuos imunocomprometidos podem resultar no desenvolvimento de
bacteremia (SANTOS et al., 2009).

A invasao das células epiteliais estd associada ao sistema de secrecéo
tipo Il (T3SS-1), o qual permite que o patégeno induza rearranjos na actina
celular, induzindo a formacédo de projecdes na membrana citoplasmatica que
englobam a bactéria e a internalizam em fagossomos. Ja a invaséo das células
M esta associada a outro tipo de sistema de secrecao tipo lll (T3SS-2), que
altera o percurso de Salmonella no interior dos macréfagos da Placa de Peyer,
possibilitando sua sobrevivéncia. Dentro dos macréfagos, as bactérias podem
se multiplicar e infectar as células adjacentes. Ambos os sistemas de secrecao
do tipo Il contribuem para a chegada da bactéria a lamina prépria intestinal,
resultando em inflamacéo intestinal e enterocolite (SANTOS et al., 2009). A
diarreia provocada é resultado do aumento na permeabilidade vascular, edema
e perda de proteinas plasmaticas entéricas, além de ocorrer micro-erosées no
intestino, que facilitam a passagem de fluido intersticial para a luz intestinal.

Estima-se que a dose infectante do género Salmonella seja 10° a 10°
unidades formadoras de col6nias (UFC), entretanto a epidemiologia de varios
surtos mostrou que, em muitos casos, a dose infectante pode ser mais baixa,
depende da viruléncia de cada cepa, do alimento envolvido, idade e estado
imune do paciente (HUMPHREY, 2004). A partir de dados de surtos estudados,

estima-se que 10 células ja4 podem causar a doenca, e que a dose pode ser



30

ainda mais baixa, quando as bactérias estiverem associadas a alimentos com
elevado teor de gordura, pela protecdo contra os efeitos do &cido gastrico
(M@LBAK et al., 2006).

Os sintomas da salmonelose no humano iniciam entre 8 e 18 horas apos
a ingestao de alimento contaminado e incluem dor de cabeca, calafrios, vomito
e diarreia, seguidos por febre. A infeccdo geralmente é auto-limitante, havendo
a cura apoés 2 a 5 dias. Ap0s a recuperacao, no entanto, os pacientes podem
excretar Salmonella nas fezes por varias semanas.

A salmonelose ocorre tanto em casos esporadicos quanto em surtos. A
sua incidéncia € dificil de ser avaliada, uma vez que muitos paises ndo tém um
sistema de vigilancia epidemioldgica efetivo. Mglbak et al. (2006) sugerem que
para cada caso relatado de salmonelose, 3,8 a 38 pessoas na populacao
efetivamente adoeceram. Portanto, a salmonelose é considerada como a
principal doencga transmitida por alimentos em estudo realizado na Inglaterra,
Pais de Gales e Australia, juntamente com a infeccdo pelo género
Campylobacter. Nos Estados Unidos estima-se que o género Salmonella seja
responsavel por 11% (1,0 milhdo) dos casos de doencgas transmitidas por
alimentos notificados, além de 35% dos casos que resultam em hospitalizagédo
e 28% dos 6bitos em decorréncia de DTAs (SCALLAN et al., 2011). No Brasil,
Salmonella também €& o principal agente identificado em DTAs, sendo
responsavel por 19,16% dos casos entre 2000 a 2011, com 1660 casos
confirmados (SVS, 2011).

Salmonella Typhimurium e S. Enteriditis sdo 0s principais sorovares
associados com salmonelose transmitida por alimento. Salmonella Enteritidis é
principalmente associada ao consumo de produtos avicolas, e S. Typhimurium
pode ser veiculada por uma variedade de alimentos, principalmente produtos
de origem animal. O nimero de casos associados ao consumo de produtos de
origem suina ainda é desconhecido, porém acredita-se que estes produtos
sejam uma importante fonte de infeccdo para seres humanos. A Uni&do
Europeia estima que 10 a 20% dos casos de salmonelose estejam associados
a produtos desta origem (EFSA, 2010).
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1.2.1. Salmonella sp. em suinos

A salmonelose clinica em suinos depende de fatores relacionados com a
patogenicidade da cepa, assim como a pressao de infeccdo e a resisténcia do
hospedeiro. Salmonella Choleraesuis € considerado o sorovar adaptado ao
hospedeiro suino, ndo sendo necessaria uma dose infectante elevada para
ocorréncia de quadro clinico. Devido sua capacidade invasiva, antes mesmo da
ocorréncia de diarreia ocorre septicemia, resultando em elevada mortalidade
(GRIFFITH et al., 2006). No Brasil, a ocorréncia clinica deste sorovar €é rara. No
Rio Grande do Sul, o ultimo registro das formas entéricas e septicémicas
causadas por S. Choleraesuis foi feito por Barcellos et al. (1984). Da mesma
forma, ha apenas relatos de casos esporadicos de diarreia associadas ao
sorovar ndo adaptado S. Typhimurium (MORES & ZANELLA, 2001).

Geralmente a transmissao ocorre pela via fecal-oral, ja que Salmonella é
eliminada em grande numero nas fezes de suinos clinicamente infectados. A
infeccdo compreende colonizacéo, invasdo e multiplicacdo bacteriana. Apés a
ingestao, pode colonizar e persistir nas tonsilas do palato mole (GRIFFITH et
al., 2006), entretanto 0 mecanismo de permanéncia no epitélio tonsilar ainda
nado esta totalmente elucidado (HORTER et al.,, 2003). Salmonella sp.
consegue adaptar-se e sobreviver a acidez do estomago, possibilitando ao
micro-organismo alcancar o intestino delgado (BOYEN et al.,, 2008). Ao
encontrar uma alta concentracdo de sais biliares, lisozimas e defensivas na
parte superior do intestino delgado, a bactéria tem preferéncia por colonizar o
ileo (GRIFFITH et al., 2006).

ApoOs a colonizacdo desse sitio, ocorre a etapa da invasdo das células
epiteliais da por¢céo apical das vilosidades, ou das células M, localizadas nas
placas de Peyer. Os micro-organismos podem ainda alcancar linfonodos
regionais, fazendo com que o animal torne-se portador. A infeccdo sistémica
pode ocorrer quando ha disseminacdo pela via hematdégena ou linfatica
(GRIFFITH et al., 2006). Um grande namero de sorovares ndo produz doenca
clinica nos suinos, mas estdo associados ao aparecimento de animais
portadores assintomaticos. Estudos realizados no Sul do Brasil relatam
prevaléncias entre 50% e 83% de suinos portadores ao abate. Os sorovares de

Salmonella mais encontrados nesses estudos foram Panama (29,9% a
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37,50%), Bredeney (24,1%), Typhimurium (20,7% a 24,34%), Agona (19,91%)
e Derby (13,27%) (BESSA et al., 2004; CASTAGNA et al., 2004; BANDEIRA et
al., 2007; SCHWARZ et al., 2009). No Estado do Mato Grosso, a prevaléncia
de portadores encontrada ao abate foi menor (16,6%), com 0s seguintes
sorovares mais frequentemente isolados: Derby (16%), Typhimurium (14%) e
Give (12%) (SILVA et al., 2009).

A diferenca na frequéncia de animais portadores entre as regides de
producdo de suinos pode ser o reflexo de diversos fatores relativos com a
estrutura de instalacfes e praticas de manejo dos animais. Ha diversos fatores
de risco associados ao elevado numero de suinos infectados por Salmonella.
Entre esses, destacam-se os fatores relacionados a biosseguridade, como:
controle de roedores, limpeza e desinfeccdo das instalacées durante o vazio
sanitario, destino dos dejetos e mistura de animais de muitas origens (KICH et
al., 2005; FOSSE et al., 2009). A alimentacdo também pode ser considerada
um fator de risco, pois diversos estudos indicam que a racdo é uma fonte de
transmissao importante para os suinos (SWANENBURG et al., 2001; KICH et
al., 2005; EFSA, 2008a, FOSSE et al., 2009).

O transporte dos suinos e a mistura de lotes na chegada aos
matadouros-frigorificos sao etapas cruciais para o aumento da excrecao de
Salmonella em animais portadores, tornando as pocilgas de espera, onde 0s
suinos sdo mantidos de 2 a 8 horas antes do abate, uma importante fonte
de infeccdo (SWANENBURG et al., 2001). A limpeza das pocilgas entre os
diferentes lotes de esperas pode nédo interferir na contaminagéo pelo micro-
organismo, uma vez que a limpeza e desinfeccdo eficaz desses locais séo
dificeis de serem alcancadas (HURD et al., 2001; ROSTAGNO et al., 2009). Os
suinos em contato com o ambiente contaminado e com animais portadores
podem infectar-se em poucas horas e carrear Salmonella em seu trato
gastrintestinal no momento do abate (HURD et al., 2001). Esses animais, por
sua vez, sdo importante fonte de contaminacdo para os produtos, pois estima-
se gque 70% das carcagas contaminadas por Salmonella sdo provenientes de
animais portadores (BERENDS et al., 1997; BOTTELDOORN et al., 2003).

Em estudo realizado no Canada, Letellier et al. (2009) encontraram
43,4% (56/129) de carcacas suinas, provenientes de lotes soro-negativos,

contaminadas por Salmonella no pré-resfriamento, indicando que a infecgéo
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dos animais durante o pré-abate ou a contaminagdo da carcaga na propria
linha de abate. Porém no mesmo estudo, lotes com a sorologia positiva
apresentaram frequéncia de 67% de carcacas positivas no final da linha do
abate, demonstrando que a prevaléncia de animais infectados na granja esteve
fortemente associada com a contaminacdo de carcagas.

A disseminacdo de Salmonella ao longo de toda a cadeia produtiva pode
ser ilustrada pelo estudo longitudinal realizado no Brasil por Kich et al. (2011).
Nesse estudo, doze lotes de granjas integradas a uma agroinddstria foram
acompanhados do alojamento na terminacdo ao abate. A contaminacao
residual no piso foi observada em 26% (16/61) das baias amostradas na
terminacdo, 29% (42/143) dos lotes de racdo fornecidos aos animais eram
positivos para Salmonella e 90% (36/40) de amostras colhidas nas pocilgas de
espera do matadouro-frigorifico tinham a presenca da bactéria. Entre os
animais abatidos, 46% (220/478) eram portadores de Salmonella em linfonodos
mesentéricos e 24% (62/260) das carcacas originadas desses lotes foram
positivas apos o resfriamento. Por meio da genotipificacdo dos isolados de
Salmonella, observou-se que aqueles encontrados em linfonodos de animais
portadores foram associados a isolados obtidos de todas as fontes
investigadas.

Algumas etapas do processo de abate (Figura 1) possibilitam o aumento
da contaminacao de carcacas. A etapa de escaldagem é considerada um ponto
critico, pois grande numero de animais passam por um mesmo volume de
agua. Entretanto a medida de controle adotada é o monitoramento da
temperatura que deve estar acima de 60°C, evitando assim a contaminacdo
cruzada, mas nao eliminando as bactérias presentes na carcaca (BOLTON et
al., 2002).

A etapa seguinte, depilagcdo, também possibilita contaminacdo da
carcaga, pois a carga bacteriana encontrada na pele do proprio animal pode
ser espalhada. Esta etapa é responsavel por 5 a 15% da contaminacéo de
carcacas durante todo o processo de abate (BORCH et al., 1996; BERENDS et
al., 1997; EFSA, 2010).
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Figura 1 — Fluxograma da linha de abate de suinos, da recepg¢do dos animais ao

resfriamento das carcagas.

A etapa seguinte, flambagem, garante reducdo significativa da carga
bacteriana presente nas carcacas (BORCH et al., 1996; EFSA, 2010),
entretanto algumas bactérias podem sobreviver em dobras profundas da pele e
foliculos dos pelos (BERENDS et al., 1997). E considerada a Unica etapa no
processo de abate em que Salmonella pode ser removida (PEARCE et al.,
2004), mas a eficacia desta etapa é proporcional a qualidade da técnica usada
(manual ou automatica), pois depende do tempo de exposi¢cdo, equipamento
utilizado e temperatura. Apesar da eficiéncia desta etapa, pode ocorrer re-
contaminacdo na etapa subsequente de polimento, pois o equipamento € de
dificil higienizacdo (BORCH et al., 1996).

Ja na éarea limpa, a evisceracdo confere a etapa de maior risco,
responsavel por 55 a 90% da contaminacg&o de carcacas no processo de abate

(BERENDS et al., 1997), pois se realizada por técnicas incorretas, possibilita o
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extravasamento fecal. Com isso também ocorre contaminacdo dos proprios
equipamentos, fazendo com que as carcagas seguintes possam sofrer
contaminacdo (BOTTELDOORN et al., 2003; EFSA, 2010; DE BUSSER et al.,
2011).

Durante o processamento da carcaca na area limpa, outros veiculos de
contaminagcdo podem ser apontados. As aguas residuais e 0S aerossois
gerados no enxague das carcacas podem carrear micro-organismos, sendo
fonte de contaminacdo cruzada no matadouro-frigorifico (BERENDS et al.,
1997; BOTTELDOORN et al.,, 2003). Portanto, uma carcaca mesmo sendo
originada de um suino infectado por Salmonella pode chegar ao final da linha
do abate livre do patdgeno, caso o processo de abate seja realizado
adequadamente, entretanto o inverso também € verdadeiro, em que carcacas
de animais negativos para Salmonella cheguem ao final da linha contaminadas,
devido falhas durante a linha de abate, a partir de outras carcagcas ou
equipamentos. Além disso, durante todo o processo de abate, na area limpa,
nao existe uma etapa que reduza a contaminacdo das carcacas, possibilitando
que as mesmas cheguem positivas na etapa de pré-resfriamento.

A frequéncia encontrada de carcacas positivas para Salmonella é
variavel entre regibes e estabelecimentos. Alguns estudos demostram uma
prevaléncia alta, variando de 35,9% a 67% de carcacas positivas para
Salmonella (BOTTELDOORN et al., 2003; LETELLIER et al., 2009; VAN HOEK
et al., 2012). Em outros estudos foram relatadas prevaléncias menores, como o
estudo realizado por Silva (2011), no Sul do Brasil, que encontrou 14,7% de
carcacas positivas na etapa de pré-resfriamento, entretanto, a frequéncia foi
variavel (0 a 69,2%) entre matadouros-frigorificos visitados. Na Italia, a
prevaléncia encontrada foi 14,1% (PIRAS et al., 2011), 12,9% em Portugal
(VIEIRA-PINTO et al., 2005), na Franca 10,5% (BOUVET et al., 2003), 10,3%
na Alemanha (KASBOHRER et al., 2000), e na Dinamarca 9,6% (S@RENSEN
et al., 2004) ou 1,4% (SORENSEN et al., 2007) em dois estudos distintos.

Na literatura, 0s sorovares mais encontrados em carcagcas Sao
Typhimurium e Derby (BOUVET et al., 2003; EFSA, 2009; DE BUSSER, 2011;
PIRAS et al., 2011; SILVA, 2011), entretanto outros sorovares sdo relatados
com frequéncia, como Altona, Brandendrug, Bredeney, Infantis, Panama e
Rissen (SYRENSEN et al., 2004; KICH et al., 2011; VAN HOEK et al., 2012).
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1.3. Género Listeria

O primeiro relato de isolamento de Listeria ocorreu em 1926, por Murray,
gue a considerou agente causador de uma infeccdo sistémica observada em
animais de laboratério. Na década de 1980, tornou-se evidente que a doenca
também podia afetar seres humanos, podendo ser transmitida pelo consumo
de alimentos contaminados (WAGNER & MCLAUCHLIN, 2008).

As espécies do género Listeria compreendem bacilos Gram-positivos
pleomorficos, geralmente apresentando-se isolados ou em cadeias curtas. Sao
catalase positiva, oxidase negativa, anaerdbios facultativos, ndo formadores de
esporos, e ndo produtores de indol e gas sulfidrico. Fermentam a glicose, com
producdo de &cido latico sem formacédo de gas. Apresentam uma ampla faixa
de crescimento, variando entre 0-45°C, sendo a temperatura de crescimento
otimo entre 30-37°C. Por contarem com um sistema de transporte energético
resistente ao frio, que estimula o metabolismo em baixas temperaturas,
propiciando alta concentracdo de substratos intracelulares, sdo capazes de
multiplicar em temperatura de refrigeracao (LUDWING et al., 2009).

Na temperatura de 20-25°C, apresentam motilidade em agar semi-
sélido, exibindo turvacdo do meio em forma de guarda-chuva. Os flagelos
peritriquios sdo os responsaveis pelo movimento caracteristico, denominado
tombamento ou turbilhonamento, que pode ser visto pela observacdo de
suspensdes bacterianas ao microscépio Optico. Quando incubadas a 37°C, a
producdo de flagelos é reduzida notavelmente, tornando a bactéria imével
(LUDWING et al., 2009).

Além da capacidade de multiplicacdo em larga faixa de temperatura,
apresenta crescimento em ambiente com pH 4,6 a 9,5 e com atividade de 4gua
de até 0,92, e concentracdo de 10% de NaCl. Algumas linhagens sobrevivem
em ambientes com até 20% de NaCl e 0,83 de atividade de agua (SILVA et al.,
1998; LUDWING et al., 2009).

De acordo com o Manual de Bergey ha seis espécies do género Listeria
(L. monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L. ivanovii, L. grayi)
(LUDWING et al., 2009). Recentemente, mais duas espécies foram
identificadas, L. marthii e L. rocourtiae (EUZE'BY, 2010a; EUZE’'BY, 2010b).
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Todas as espécies do género Listeria sdo amplamente distribuidas na
natureza, tendo sido isoladas de solo, &gua, racdo animal, carne fresca e
congelada, ambiente de matadouro-frigorifico e das fezes de animais
saudaveis, incluindo seres humanos (MCLAUCHLIN et al., 2004).

Listeria monocytogenes € a espécie patogénica mais importante, tanto
para animais quanto para o homem, porém, ja foram relatados casos de
infeccdo humana causados por L. ivanovii (CUMMINS et al., 1994; LESSING et
al., 1994) e um Uunico caso de listeriose humana devido a L. seeligeri
(ROCOURT et al., 1989). Listeria ivanovii € responsavel por casos de listeriose
em animais domeésticos, especialmente em ovinos, e ha raras evidéncias de
infeccdes causadas por L. innocua em animais domésticos (WALKER et al.,

1994). As demais espécies nao foram relatadas como patogénicas.

1.3.1. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes é um patdgeno intracelular facultativo que tem a
capacidade de resistir a destruicdo quando no interior de macrofagos, além de
ser capaz de invadir muitos tipos de células nao-fagociticas (KATHARIOU,
2002). Possui caracteristicas que a diferem bioquimicamente das outras
espécies, como a producdo de compostos acidos a partir de L-ramanose € a-
metil-D-manosidio (LUDWING et al., 2009). Apresenta o gene hlyA, que
codifica a enzima fosfatidinilinositol-fosfolipase C, responsavel pela hemdlise
apresentada em agar sangue e a reacao positiva de CAMP na presenca de
Staphylococcus aureus (REISSBRODT, 2004). Esta espécie é sub-dividida em
13 diferentes sorovares (1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e e
7), de acordo com antigenos sométicos (O) e flagelar (H) (QUINN et al., 2011).

A patogenia da infeccdo bacteriana é associada a sua capacidade de
atravessar trés barreiras do hospedeiro: intestinal, encefalica e placentaria,
provocando assim a doenga (KATHARIOU, 2002). O micro-organismo penetra
no intestino, pelas placas de Peyer ou invadindo enterocitos, sendo este
processo de endocitose promovido por fatores de viruléncia que incluem a
hemolisina (listeriolisina O), fosfolipases e acéo sobre a actina celular (ActA).
Para multiplicar intracelularmente, o micro-organismo tem que sobreviver no

fagossomo e escapar rapidamente antes da sua fusdo ao lisossomo. O interior
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do fagossomo, por ter um pH mais &cido, estimula a bactéria a liberar a
listeriolisina O (LLO), fazendo com que a membrana do fagossomo seja
desestabilizada até seu completo rompimento, permitindo que as bactérias
sejam liberadas no citosol da célula hospedeira (VASQUEZ-BOLAND et al.,
2001). Durante a replicacé@o intracelular, a actina celular é polimerizada ao
redor da superficie bacteriana, impulsionando-a no interior da célula hospedeira
até as células adjacentes. A mobilidade intracelular associada a formacao de
pseudo-invaginacdes para células adjacentes, e 0 mecanismo de escape do
vacuolo com ajuda da LLO e das fosfolipases, torna possivel a repeticdo do
ciclo de invaséo, evitando, assim, o contato da bactéria com os mecanismos de
defesa do hospedeiro (LAMONT et al., 2011).

A disseminacédo sistémica ocorre ap0s as células bacterianas terem
atingido os linfonodos mesentéricos e pode ocorrer pela via hematdgena ou
linfatica. O figado desempenha papel importante na eliminagdo do micro-
organismo e controle da infeccdo. A invasdo dos hepatécitos provoca uma
intensa reacao inflamatéria. Os neutroéfilos destroem os hepatdcitos infectados
forcando a liberacdo das bactérias que sdo por sua vez destruidas. Se a
infec¢@o néo for controlada no figado, o micro-organismo pode ser disseminado
pela via hematdgena até o sistema nervoso central ou placenta, causando a
forma mais grave da listeriose (LAMONT et al., 2011).

A forma grave da listeriose apresenta-se sob forma de meningite e
meningo-encefalite (COSSART & TOLEDO-ARANA, 2008), ou manifestar-se
como severa infeccdo no feto ou recém-nascido. Em individuos
imunossuprimidos, as principais apresentacfes sdo a infeccdo do sistema
nervoso central e/ou septicemia (MCLAUCHLIN et al., 2004). A taxa de
letalidade na listeriose chega a 20-30%, porém em grupos de risco este
percentual pode alcancar 75% (VITAS et al., 2004).

Em individuos imunocompetentes, causa gastroenterite febril, com
sintomas semelhantes a uma gripe, sendo muitas vezes sub-diagnosticada.
Nos individuos pertencentes ou ndo ao grupo de risco, a principal fonte de
transmissao de L. monocytogenes sédo os alimentos contaminados. O periodo
de incubacéo apds a ingestdo do alimento varia, podendo chegar até 90 dias,
tornando dificil a identificacdo do alimento envolvido (COSSART & TOLEDO-
ARANA, 2008).
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Diversos alimentos tém sido associados com a transmissdo de L.
monocytogenes, incluindo vegetais, produtos lacteos e carneos (HELLSTROM
et al., 2010). Os sorovares responsaveis por 90% dos casos de listeriose
humana sao 1/2a, 1/2b e 4b (HOFER et al., 2000), sendo o sorotipo 4b
identificado principalmente em produtos carneos e o sorotipo 1/2a mais
frequente em produtos lacteos (ROCOURT et al., 1989; GILOT et al., 1996;
HOFER et al., 2000; VITAS et al., 2004).

Os produtos lacteos sdo os mais envolvidos em surtos de listeriose em
todo o mundo, porém alguns casos associados ao consumo de produtos de
origem suina podem ser encontrados na literatura. Entre 1989 e 1990, uma
epidemia de listeriose envolveu 300 pessoas no Reino Unido, sendo o produto
relacionado paté de carne suina (MCLAUCHLIN et al., 1991). Um surto de
listeriose envolvendo 279 pessoas ocorreu na Franca em 1992, tendo a lingua
suina como veiculo de L. monocytogenes sorotipo 4b, resultando em 22 casos
de aborto e 63 mortes (JACQUET et al., 1995). No mesmo pais, em 1993,
outro caso envolvendo carne suina atingiu 33 pessoas (GOULET et al., 1998).
Cerca de 100 casos de listeriose humana foram atribuidos ao consumo de
cachorro-quente contaminado com L. monocytogenes nos Estados Unidos em
1998 (EVANS et al., 2004). No mesmo ano, outro surto de listeriose, também
nos Estados Unidos, envolveu 108 pessoas, ocorrendo 14 mortes e quatro
casos de aborto devido ao consumo de salsicha (MEAD et al., 2006). Em 2000,
na Franga ocorreu o caso de listeriose associada a lingua suina, com 26 casos,
resultando em sete 6bitos (KANUGANTI et al., 2002).

1.3.1.1. Listeria monocytogenes em suinos

A apresentacgdo clinica de listeriose em suinos € rara, podendo ocorrer
em suinos no pés-desmame, por meio de sintomas neurolégicos, como tremor,
incoordenacéo, paralisia posterior, hiper-excitabilidade e febre. Na necropsia
encontram-se meningite e necrose hepéatica focal (STRAW et al., 2006).

Entretanto, estudos tém descrito a ocorréncia de L. monocytogenes em
suinos saudaveis. Skovgaard & Norrung (1989) encontraram L. monocytogenes

em fezes e na pele de suinos saudaveis em frequéncias que variaram de 0 a
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47%. O agente também foi detectado em raspados de tonsilas, como no estudo
realizado por Kanuganti et al. (2002).

A prevaléncia de L. monocytogenes em conteido de ceco de suinos
também foi relatada em 29,6% (74/250) de amostras analisadas por Yokoyama
et al. (2005). Dentre os isolados, 90,54% foram identificados como sorotipo
1/2c.

A prevaléncia de suinos portadores de L. monocytogenes pode
aumentar a chance da contaminacao do produto final. Alimentos contaminados
podem ter sua origem no matadouro-frigorifico. Trabalhos sugerem que a
contaminagcdo de carcacas pelo micro-organismo ocorra a partir do
extravasamento do conteudo intestinal na linha de abate. Porém, outros
estudos demonstram que h& maior frequéncia de L. monocytogenes em
tonsilas do que no intestino, sendo o contato dos tecidos da cabeca com a
carcaca a forma de contaminacdo mais provavel (THEVENOT et al., 2006).
Além disso, o préprio ambiente do matadouro-frigorifico oferece condicbes
favoraveis para sobrevivéncia e multiplicagdo da bactéria. Cepas de L.
monocytogenes podem ser encontradas em superficies, mesmo que estas
sejam rotineiramente limpas e desinfetadas (CARPENTIER & CERF, 2011),
devido sua caracteristica de facil adeséo e formacéo de biofilme, fazendo com
gue o micro-organismo sobreviva a acdo de desinfetantes (OLIVEIRA et al.,
2010). A sua permanéncia no ambiente da indastria faz com que haja o risco
de contaminacéo cruzada de alimentos durante o processamento, aumentando
o0 risco de ocorréncia de surtos (KUNIGK & ALMEIDA, 2001).

Estudos demonstram a relagéo da prevaléncia de L. monocytogenes em
suinos sadios e no produto final. Houve maior frequéncia de isolamento a partir
de tonsilas (7,1%) coletadas no matadouro-frigorifico, do que em raspados de
tonsilas coletados na granja (3%), sendo detectado o micro-organismo em 4%
dos suabes de carcacas. N&o foi isolado 0 agente do conteudo fecal antes da
evisceracdo (KANUNGANTI et al.,, 2002) reforcando a hipbtese que a
contaminagdo ocorre durante a remocgdo da cabeca. Em outro estudo, foi
detectado L. monocytogenes em 64% de amostras colhidas de visceras de
suinos, tendo sido relacionado esse achado com a contaminacdo a partir de

lingua/tonsilas durante a evisceragédo (AUTIO et al., 2000).
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Hellstrom et al., (2010), concluiram que granjas com maior prevaléncia
de L. monocytogenes ndo tem relacdo com o0 numero de carcacas
contaminadas ao final da linha de abate; porém gendétipos comuns de L.
monocytogenes foram encontrados em suinos provenientes de uma mesma
granja, indicando uma origem comum de isolados. Neste mesmo estudo, L.
monocytogenes foi encontrada em menor frequéncia em carcacas e cortes da
carne suina do que em tonsilas, entretanto gendtipos comuns foram
identificados entre os isolados, indicando assim a contaminacéo de carcacas a
partir das tonsilas.

Relatos de isolamento de Listeria sp. a partir de carcacas de suinos
demonstram frequéncias variaveis de isolamento. Kanuganti et al. (2002)
pesquisaram L. monocytogenes em 267 carcacas sendo encontrada uma
prevaléncia de 4,1%. No Brasil, Ferronatto (2010) colheu 270 suabes de
carcacga suina em quatro pontos da linha de abate e encontrou 7,7% positivos
para o género Listeria. Do total de isolados, 3,3% foram identificados como L.
monocytogenes sendo todos provenientes de suabes colhidos apds a etapa de
evisceracdo. Resultado semelhante foi encontrado por Prencipe et al. (2012)
com 3% de prevaléncia. Lindblad et al. (2007) encontraram prevaléncia de 2%
e Hellstrom et al. (2010), de 1% em carcacas no pré-resfriamento. Prevaléncia
ainda menor foi encontrada por Wesley et al. (2008) em seu estudo realizado
em um Unico matadouro-frigorifico com duas visitas. Na primeira visita houve
isolamento em apenas uma carcaca de 179 amostradas (0,1%). Na segunda
visita ndo houve isolamento em nenhuma carcaca, apenas de L. innocua em
1,6%, concordando com a literatura que sugere que a prevaléncia é geralmente
baixa (ADESIYUN & KRISHNAN, 1995; AUTIO et al., 2000). Entretanto, o nivel
de contaminacdo pode aumentar durante a etapa de refrigeracédo e de corte
(KANUGANTI et al., 2002; THEVENOT et al., 2006).

1.4. Resisténcia a antimicrobianos

A resisténcia frente a antimicrobianos em bactérias pode ser definida por
critério genético, bioquimico, microbiolégico e clinico. Segundo o critério

microbiolégico, um isolado é considerado resistente quando consegue se

multiplicar in vitro em presenca de concentracées do antimicrobiano maiores do
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gue o ponto de corte estabelecido para cepas filogeneticamente relacionadas.
Do ponto de vista clinico (in vivo), uma cepa € considerada resistente quando a
terapia antimicrobiana instituida néo resulta na sua eliminacdo. Nesse caso, a
resisténcia ao tratamento inclui outros fatores determinantes como: o sitio da
infeccdo, a dosagem do antimicrobiano, o tempo de tratamento e o estado
imunoldgico do hospedeiro (GUARDABASSI & COURVALIN, 2006; BLAHA,
2011).

A resisténcia aos antimicrobianos pode ser classificada como natural, ou
intrinseca, e adquirida. A resisténcia natural € baseada em genes presentes no
cromossomo, que ndo sado transferiveis. Bactérias como E. coli apresentam
resisténcia natural a penicilina G, pois possuem componentes da parede
celular que dificultam o acesso da penicilina ao seu sitio de acdo. Ja a
resisténcia adquirida resulta de mutacdo do DNA ou pela aquisicdo de um novo
gene (GUARDABASSI & COURVALIN, 2006). Entre os mecanismos envolvidos
na resisténcia adquirida estdo: inativacdo enzimatica da molécula do
antimicrobiano, pela acdo de enzimas bacterianas sobre o principio ativo do
antimicrobiano; alteracao do alvo celular deste agente, alterando a estrutura da
molécula-alvo do antimicrobiano; e a reducdo do nivel intracelular do
antimicrobiano (ALEKSHUN & LEVY, 2007).

A resisténcia adquirida aos antimicrobianos pode persistir em
populacdes bacterianas mesmo apds o abandono de sua administracdo. Essa
persisténcia ocorre porque muitos genes de resisténcia estdo agrupados nos
chamados cassetes génicos. Esses genes, por sua vez, sdo co-selecionados
pelo uso de qualquer um dos antimicrobianos alvos de resisténcia dos genes
que compdem um determinado cassete (GUARDABASSI & COURVALIN,
2006).

Os genes de resisténcia frequentemente estdo localizados em
elementos moveis como plasmideos e transposons. Os plasmideo sé&o
elementos genéticos que se replicam independentemente do cromossomo e
podem ser transferidos entre bactérias pela conjugacdo. Os transposons séo
elementos génicos capazes de trocarem de lugar no cromossoma de uma
bactéria, ou migrarem entre cromossoma e plasmideo. Porém, ndo sao
capazes de replicagdo autbnoma nem conseguem ser transferidos entre

bactérias se ndo estiverem inseridos em plasmideos. Carreiam frequentemente
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genes de resisténcia aos antimicrobianos. Finalmente, os cassetes génicos séo
formados frequentemente pela integracdo de genes nos denominados
integrons. Esses séo elementos genéticos imoveis que acumulam e expressam
genes de resisténcia, sendo encontrados em plasmideos ou transposons
(SCHWARZ et al., 2006). O uso indiscriminado de antimicrobianos contribui
para a selecdo de bactérias resistentes aos antimicrobianos (SCHWARZ, et al.,
2001). A identificacdo de perfis comuns de resisténcia a antimicrobianos em
espécies bacterianas isoladas de animais e humanos, tem tornado esse
problema uma nova preocupacdo em relacdo a saude publica. Selecionando
bactérias resistentes em animais, as mesmas podem ser transferidas para os
humanos através dos alimentos ou agua, causando uma infeccdo de dificil
controle, ou transferindo genes de resisténcia dos micro-organismos de origem
animal para os que colonizam humanos.

Essa preocupacdo tem sido fundamentada em estudos, como o de
Leverstein et al. (2011) que determinou a distribuicdo de genes de producéo de
B-lactamases de espectro ampliado (ESBL) de cepas de E. coli isolados de
carne de frango no varejo, comparando posteriormente com isolados clinicos
de pacientes holandeses. Das amostras de carne de frango, 94% continham
cepas produtoras de ESBL, dos quais 39% pertenciam a gendtipos de E. coli
também presentes em pacientes humanos.

O uso de antimicrobianos em veterinaria tem por objetivo manter ou
melhorar a saude dos animais. Mesmo em um animal saudavel, € comum o
uso profilatico de antimicrobianos, para diminuir a chance de adquirirem
alguma infeccdo que pode acarretar em perdas na produtividade (PALERMO-
NETO, 2011). Também pode ser empregado como aditivo zootécnico
melhorador de desempenho (promotor de crescimento), levando a um aumento
da eficiéncia alimentar (GUARDABASSI et al., 2010). De acordo com a
Instrugdo Normativa n° 26/2009, os antimicrobianos indicados como
promotores de crescimento devem apresentar efichAcia e seguranca
comprovada na quantidade e espécies alvo, para as quais o produto é indicado
(BRASIL, 2009a). Entretanto, a subdosagem de antimicrobianos, usados como
promotores de crescimento aumenta a chance de selecédo de cepas resistentes
de bactérias, podendo levar ao surgimento de cepas multi-resistentes
(GUARDABASSI et al., 2010; SCHWARZ et al., 2010).
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A identificagdo de cepas bacterianas resistentes a antimicrobianos em
amostras colhidas de suinos é relatada em inimeros estudos. Gebreyes et al.
(2005) observaram cepas de Campylobacter com resisténcia em amostras de
fezes e carcacas suinas, apresentando prevaléncia maior para tetraciclina
(48,6%) e eritromicina (39,7%). Ja em amostras de Salmonella, a maior
frequéncia de resisténcia encontrada foi para tetraciclina (80%), seguido de
estreptomicina (43,4%) e sulfametoxazol (36%) (GEBREYES et al., 2004). Kich
et al. (2011) avaliaram 572 isolados de Salmonella sp., provenientes de
amostras colhidas em diferentes etapas da cadeia produtiva suina, frente a 15
antimicrobianos. Desse total, apenas 17% dos isolados foram sensiveis a todos
0s principios ativos testados, enquanto 43% foram resistentes a mais de trés
antimicrobianos, sendo considerados multi-resistentes. As maiores frequéncias
de resisténcia ocorreram frente a tetraciclina (79%), ampicilina (46%),
canamicina (41%), gentamicina (39%), estreptomicina (35%) e sulfametoxazol/
sulfizoxazole (23%). Wang et al. (2010), observaram 89% de E. coli isoladas de
fezes suinas multi-resistentes. Tang et al. (2011) realizaram antibiogramas e
isolados de cepas E. coli extra-intestinal, sendo encontrado 46% de cepas
multi-resistentes, sendo a resisténcia mais prevalente frente a ampicilina,
trimetoprima, sulfanamida e tetracilina.

Um experimento conduzido por Cavaco et al. (2008) forneceu evidéncias
do efeito da administracdo de cefalosporinas na selecdo e persisténcia de E.
coli produtores de ESBL na microbiota de suinos. O uso frequente de outras
classes de antimicrobianos também pode ter efeito seletivo (DIKMEVIUS,
2011).

Estudos demonstram a ocorréncia de resisténcia em cepas de E. coli
isoladas de suinos clinicamente saudaveis, assim como originadas de
amostras ambientais, como apresentado por Costa et al. (2010), que
observaram resisténcia para gentamicina (71,4%), ampicilina, tetraciclina,
amicacina e colistina (42,86% cada) em amostras de fezes de suinos
saudaveis, e resisténcia a gentamicina e tetraciclina (60%) e neomicina (50%)
em amostras de E. coli do ambiente.

Van den Bogaard et al. (2000) realizaram um estudo em dois paises,
encontrando prevaléncia maior em E. coli provenientes de amostras fecais de

suinos no pré-abate. Na Holanda as maiores frequéncias de resisténcia
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ocorreram frente & amoxicilina (70-94%), oxitetraciclina (78-98%), trimetoprima
(62-96%), cloranfenicol (55-67%) e neomicina (38-67%), jA na Suécia essa
prevaléncia foi menor exceto para 0s antimicrobianos gentamicina e
ciprofloxaxina.

Silva et al. (2008) determinaram o perfil de resisténcia a antimicrobianos
de amostras de 96 amostras de E. coli, isoladas de oito sistemas de
armazenamento de dejetos suinos nos Estados do Rio Grande do Sul e de
Santa Catarina, sendo que apenas 6,25% das amostras foram sensiveis a
todos os antimicrobianos testados. As demais foram resistentes pelo menos a
um antimicrobiano, sendo 37,5% multi-resistentes. Shneider et al. (2009),
determinaram o perfil de resisténcia a antimicrobianos em 205 isolados de E.
coli obtidos de aguas subterrdneas e superficiais em regido produtora de
suinos no Estado do Rio Grande Sul, encontrando um percentual de 25,96% e
26,73% de multi-resistentes em aguas superficiais e subterréneas,
respectivamente. Apenas 19,23% e 13,86% dos isolados de agua superficial e
subterranea, respectivamente, foram sensiveis a todos os antimicrobianos
testados, sugerindo a disseminacéo de isolados resistentes no ambiente.

Em trabalho realizado por Wu et al. (2009), foi determinado a
prevaléncia de E. coli resistentes a tetraciclina em carcacas suinas, durante a
linha de abate (apds sangria, escalda, divisdo, resfriamento e apds o corte),
relatando que a prevaléncia de isolados resistentes a tetraciclina foram
reduzidas em 8% até o pré-resfriamento. Para o principio ativo sulfonamida foi
encontrada prevaléncia de 18% também em carcacas no pré-resfriamento (WU
et al., 2010).

Em 2005 foi aprovado pela Comissao do Codex Alimentarius o Cadigo
de Préticas para Minimizar e Conter a Resisténcia Antimicrobiana (CAC/RCP
61-2005), com o objetivo de reduzir os possiveis efeitos que o uso de
antimicrobianos usados em animais de producdo possa causar na saude
publica. Neste codigo ha orientacdes para médicos veterinarios referente ao
uso prudente de antimicrobianos, assim como o controle da venda através da
vigilancia instituida de acordo com cada pais (CODEX ALIMENTARIUS, 2005).
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1.5. Programas e monitoramento em carcacas suinas

Tanto a vigilancia quanto o monitoramento implica em um processo de
recolher dados sobre determinado tema. O monitoramento € um termo mais
genérico, referindo-se a coleta de dados para detectar mudancas ou
tendéncias de ocorréncia para um determinado evento de interesse. Por sua
vez, a vigilancia implica em uma coleta sistematica, analise e interpretacdo de
dados relacionados a saude de uma populagédo, sempre incluindo um conjunto
de dados sob medida e um sistema de andlise, com limites e intervencdes pré-
definidos em relagdo a ocorréncia da doenca. Tem por objetivo atender as
necessidades de informacdes basicas para avaliar e gerenciar riscos de forma
eficaz, levando em conta os custos e beneficios, probabilidade de ocorréncia
de efeitos adversos sobre a saude publica, comércio, saude animal e bem-
estar (PFEIFFER, 2010).

O monitoramento de patégenos relacionados com doencas transmitidas
por alimento é realizado em diversos paises. Na Dinamarca, desde 1995 ha o
programa de vigilancia sorolégica de Salmonella sp. em rebanhos suinos,
programa este, fundamentado em dados que demonstraram forte associagao
entre sorologia positiva de Salmonella e a prevaléncia da bactéria na cadeia
produtiva, como demonstrado em trabalhos de Sgrensen et al. (2004).

Na Unido Europeia, o Regulamento (CE) n°® 2073/2005 é relativo aos
critérios microbiolégicos aplicaveis a alimentos, que tem o principio de que a
inocuidade dos alimentos é garantida através da implantacdo de programas de
Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), Programa de Analise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle (APPCC), Programa de Procedimentos Padrdo de Higiene
Operacional (PPHO), além dos critérios microbiolégicos, que sao utilizados
como indicadores higiénico-sanitarios do processo de abate (EU, 2005). A
presenca de Salmonella, assim como de outros patdgenos, consiste em uma
das barreiras sanitarias para exportacdo, por implicar na rejeicdo do produto
pelos paises compradores e rescisdo de contrato. Além disso, paises tém
restricbes quanto ao uso de determinados antimicrobianos como aditivos
zootécnicos melhoradores de desempenho, como é 0 caso dos estados
pertencentes a Unido Europeia, que proibem o uso de qualquer principio ativo

como promotor de crescimento. Diversos paises realizam o monitoramento de
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resisténcia antimicrobiana e de uso de drogas. Na Unido Europeia, a Diretriz
2003/99/EC obriga os estados membros, desde 2005, a monitorar a resisténcia
a antimicrobianos nos géneros Salmonella e Campylobacter, sendo esses
dados examinados pela EFSA, oOrgado responsavel pela elaboracdo dos
relatérios.

No Brasil, os pardmetros sanitarios estabelecidos preveem a auséncia
de Salmonella sp. em 25 gramas de carne ou produtos carneos suinos,
conforme a resolugcdo RDC n°® 12 da ANVISA (BRASIL, 2001). Em 2007 o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento emitiu a Circular n°
130/CGPE/DIPOA orientando  matadouros-frigorificos  exportadores a
monitorarem a contaminacdo de carcacas suinas, obedecendo um plano de
amostragem no qual é permitido cinco carcacas positivas para Salmonella sp.,
considerando uma amostragem de 50 carcacas por ciclo. Além disso, a mesma
circular estabelece que a contagem média nas carcacas amostradas na etapa
de pré-resfriamento deve ser < 2x10%® UFC/cm? para bactérias pertencentes a
familia Enterobacteriaceae e <1x10° UFC/cm? para micro-organismos
mesofilos (BRASIL, 2007).

N&do ha o monitoramento previsto em carcacas suinas para Listeria
monocytogenes. Em 2009, o MAPA emitiu a Instrucdo Normativa n° 9
referindo-se ao monitoramento de L. monocytogenes apenas em produtos
prontos para o consumo que apresentam pH > 4,4 e atividade de agua > 0,92
ou concentragdo de sodio < 10% (BRASIL, 2009b). Nos casos em que ha
deteccdo de produtos positivos a instrugdo preconiza a avaliacdo de todas as
etapas de elabora¢éo do produto, incluindo a matéria-prima.

Para a questédo do uso de antimicrobianos, no Brasil ha o Plano Nacional
de Controle de Residuos em Produtos de Origem Animal (PNCR) que tem com
finalidade garantir a inocuidade dos alimentos quanto a presenca de residuos
decorrentes do uso de drogas veterinarias, agroquimicos e contaminantes
ambientais. O limite de seguranca ou limite maximo de residuo (LMR) tem
como base as recomendacdes feitas pelo Codex Alimentarius — Programa das
Nacdes Unidas Sobre Harmonizacdo de Normas Alimentares, gerenciado pela
FAO/WHO (BRASIL, 1999). Nesse programa ha necessidade de avaliar
continuamente os niveis de residuos de medicamentos veterinarios nos

alimentos, com vistas a seguranca alimentar. Em 2003 a ANVISA criou
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Programa de Andlise de Residuos de Medicamentos Veterindrios em Alimentos
de Origem Animal — PAMVet, que entrou em vigor pela RDC n° 253, sendo
iniciado primeiramente com avaliacdo de leite bovino, incluindo outros
alimentos como meta para os proximos anos (BRASIL, 2003a).

J& para o problema de resisténcia antimicrobiana propriamente dita,
desde 2004, estd em vigor, o Programa Nacional de Monitoramento da
Prevaléncia e da Resisténcia Bacteriana em Frango (PREBAF) para os
géneros Salmonella e Enterococcus isolados de carcagas de frango
congeladas comercializadas no Brasil. Ap6s andlise dos dados referente a
primeira fase do programa, foram incluidos mais dois géneros (Listeria e
Campylobacter) pela alta prevaléncia de resisténcia encontrada nos géneros ja
testados (BRASIL, 2004; BRASIL, 2008b).

Para alimentos de origem suina ndo ha monitoramento implantado pelos
orgédos oficiais no Brasil. No boletim sanitario exigido pelo MAPA, ha apenas a
necessidade de informar o uso de drogas terapéuticas e ndo terapéuticas. A
Instrucdo Normativa n° 65/2006 cita que os produtos medicados, como racgéao,
suplementos, premixes, nucleos ou concentrado, ndo podem conter promotores
com 0S mesmos principios ativos de medicamentos terapéuticos a serem
incorporados (BRASIL, 2006), para minimizar o impacto de selecdo que o uso
pode acarretar. Também ha uma lista de produtos vetados para uso como
promotores de crescimento, entre eles anfenicéis, tetraciclinas, B-lactamicos
(benzilpenicilamicos e cefalosporinas), quinolonas e sulfonamidas sistémicas,
sendo exclusivo seu uso como produtos antimicrobianos de uso terapéutico
(BRASIL, 2009a). Outros principios ativos tém seu uso proibido sob qualquer
forma, sendo esses o cloranfenicol, a furazolidona e a nitrofurazona (BRASIL,
1999).



2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Delineamento experimental

O estudo foi conduzido em trés matadouros-frigorificos localizados no
Estado de Santa Catarina, amostrados por conveniéncia, de acordo com 0s
seguintes critérios: contar com Servico de Inspecdo Federal (SIF); pertencer a
agroindustrias distintas; e concordar em participar do projeto.

Dois ciclos de amostragens (visitas) foram realizados em cada
estabelecimento, acompanhando um turno de abate, periodo em que foram
abatidos entre 1.500 e 2.000 suinos. No matadouro-frigorifico A, foram
realizadas amostragens nos dias 9 e 30 de setembro de 2010, no matadouro-
frigorifico B nos dias 21 de outubro e 4 de novembro de 2010 e no matadouro-
frigorifico C nos dias 30 de novembro de 2010 e 11 de marco de 2011.

Em cada ciclo, trés lotes de abate provenientes de granjas distintas
foram amostrados. De cada lote foram colhidas duas sub-amostras: a primeira
de fezes de lote, colhida a partir das fezes depositadas no piso da pocilga de
espera; a segunda da superficie de 14 carcacas na etapa de pré-resfriamento.
O numero de carcacas amostradas foi determinada considerando que dados de
ocorréncia publicados anteriormente (KICH et al., 2006) encontraram 24% de
carcacas positivas para Salmonella sp. Considerando essa frequéncia, a
amostragem de 14 carcacas em cada lote foi suficiente para detectar ao menos
uma carcaca positiva, em um intervalo de confianca de 95% (TOMA et al.,
1999).

As amostras colhidas foram analisadas quanto a presenca dos géneros
Salmonella e Listeria e numero de coliformes totais na area amostrada das
carcacas. Isolados de Escherichia coli provenientes de fezes e de carcaca

foram avaliados quanto a frequéncia de resisténcia a antimicrobianos.

2.2. Colheita de amostras

Para colheita de fezes de lote, trés pocilgas de espera que alojavam

animais de lotes de abate distintos foram amostradas individualmente em cada
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estabelecimento, totalizando 18 amostras de fezes. Para tanto, o operador
calcava, em ambos os pés, bota de plastico descartavel e propé. A sequir,
circulava em varias direcfes da pocilga de espera, cuidando para colocar em
contato o propé com as fezes depositadas no piso. Apés a colheita de amostra,
os propés foram acondicionados em sacos estéreis com 40 mL &gua
peptonada 0,1%, e a bota plastica foi descartada.

Para a amostragem de superficie de carcaca na etapa de pré-
resfriamento, de cada lote incluido no estudo foi colhida amostra da quinta
carcaca na noria, sendo as demais treze carcacas amostradas em intervalo de
20 carcacas, totalizando 252 carcacas. A colheita de amostra foi realizada por
meio de esponjas individuais estéreis (Nasco®), previamente umedecidas em
10 mL de agua peptonada 0,1% estéril. Esponjas foram friccionadas em quatro
diferentes areas de 100 cm? (lombo, papada, barriga e pernil), delimitada por
molde estéril, totalizando 400 cm? de area amostrada por carcaca, de acordo
com a Circular n® 130/2007/CGPE/DIPOA (BRASIL, 2007). A seguir, as quatro
esponjas colhidas foram acondicionadas, em um Unico saco plastico,
constituindo a amostra que representava a carcaca, e transportada em caixa
isotérmica ao laboratorio do Setor de Medicina Veterinaria Preventiva da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

2.3. Andlises laboratoriais

As amostras referentes as fezes dos lotes foram homogeneizadas por 60
segundos em Stomacher (Logen Scientific). O mesmo procedimento foi
realizado para os suabes de carcacas, ap0s a adicdo de 40 mL de agua
peptonada tamponada (APT) 0,1% estéril. Imediatamente apds serem
homogeneizadas, as amostras foram submetidas as analises descritas a

sequir.

2.3.1. Pesquisa de Listeria monocytogenes

Para pesquisa de L. monocytogenes, foi seguida a Instrucdo Normativa
n°® 62 (BRASIL, 2003b) com modificagdo no meio soélido de isolamento. L.
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monocytogenes ATCC 7644 foi utilizada como controle de todos os
procedimentos.

Uma aliquota (1 mL) do homogeneizado de cada amostra foi adicionada
em 9 mL de Caldo de Enriquecimento para Listeria (UVM, Difco),
homogeneizados e incubados por 24 horas em banho-maria a temperatura de
30°C. Apbs este periodo, aliquotas de 0,1 mL foram transferidas para 9,9 mL
de Caldo Fraser (Difco), incubadas em banho-maria a uma temperatura de
35+1°C, por 24 a 48 horas. Estas duas etapas correspondem ao
enriquecimento seletivo, que tem por finalidade inibir os demais micro-
organismos e permitir a recuperacao das células de Listeria sp.

Com auxilio de uma alca de platina, aliquotas foram transferidas para o
meio seletivo agar Listeria segundo Ottaviani e Agosti (ALOA, AES), o qual
propicia a diferenciacdo de coldnias tipicas do género Listeria e de L.
monocytogenes. O agar ALOA possui o componente cromogénico glucosideo X
utilizado para a detecgdo da enzima B-d-glucosidase, produzida pelo género
Listeria. Colbnias tipicas assumem coloracao azul turquesa em decorréncia da
acdo da enzima sobre o componente cromogénico. A presenca de um halo
opaco ao redor da col6nia tipica ocorre pela acdo da fosfatidinilinositol-
fosfolipase C sobre a L-a-fosfatidinilinositol presente no meio. Essa enzima, por
sua vez, esta presente na espécie L. monocytogenes (REISSBRODT, 2004).

Apos incubacdo a 36x1°C, por 48 horas, colonias que apresentaram
caracteristicas de Listeria sp. e L. monocytogenes no agar ALOA foram
transferidas para agar Triptona de Soja (Oxoid) suplementado com 0,6% de
extrato de levedura (Himedia) (TSA-YE) para posterior confirmacdo. Foram
realizados: coloracdo de Gram, teste da catalase, agar Triplice Acucar Ferro
(TSI, Himedia), vermelho de metida (VM, Himedia), Voges-Proskauer (VP,
Himedia), motilidade e fermentacdo dos acglcares manitol, ramanose e xilose.
As coldnias compativeis com o perfil bioquimico de L. monocytogenes foram
submetidas ao teste do CAMP, utilizando as cepas de Staphylococcus aureus
(ATCC 49444) e Rhodococcus equi (ATCC 6939). Todos os testes foram
conduzidos como descrito por MacFaddin (2000) e Quinn et al. (2011).
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2.3.2. Pesquisa de Salmonella sp.

O isolamento de Salmonella sp. seguiu o protocolo descrito pela ISO
6579 para pesquisa do género Salmonella. De cada amostra, 25 mL foram
adicionados em 225 mL de APT 1% estéril, homogeneizados e incubados a
uma temperatura de 36+1°C por 16 a 20 horas (pré-enriquecimento néao
seletivo). Apods, aliquotas de 1 mL e 0,1 mL das amostras foram inoculadas,
respectivamente, em 9 mL de Caldo Tetrationato Muller-Kauffmann (Merck) e
em 9,9 mL de Caldo Rappaport-Vassiliadis (Merck), sendo incubados em
banho-maria por 24 horas a 41+1°C (enriquecimento seletivo).

Aliguotas de cada um dos meios do enriguecimento seletivo foram
semeadas em agar Xilose Lisina Tergitol-4 (XLT4, Oxoid) e agar Verde
Brilhante Vermelho de Fenol Lactose Sacarose (BPLS, Oxoid). Ambos o0s
meios foram incubados por 48 horas a temperatura de 36+1°C.

Trés a cinco colbnias tipicas de Salmonella em ambos os meios sélidos
foram selecionadas e semeadas em TSA (Oxoid) para confirmacgéo bioquimica,
por meio dos testes agar Triplice Acucar Ferro (TSI, Himedia), producao de gas
sulfidrico, indol e motilidade (SIM, Himedia), 2-nitrofenil-3-D-galactopira-
minosideo (ONPG) e caldo uréia (Oxoid).

Isolados com perfil bioquimico compativeis com Salmonella sp. foram
confirmados pela prova da aglutinacdo com soro polivalente somatico (Probac,
Séo Paulo) e enviados para sorotipificagdo na Fundacado Instituto Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ).

2.3.3. Quantificacao de coliformes totais

As amostras homogeneizadas, considerada como 10°, foram submetidas
a diluicBes seriadas até 10 em solucéo salina 0,9% estéril. Aliquotas de 1 mL
de cada diluicdo foram pipetadas na superficie de placas de Petri estéreis, em
duplicata. Apos, foram adicionados cerca de 15 mL de meio agar Vermelho
Violeta Bile Lactose (VRBA, Oxoid) previamente fundido. O indculo e meio de
cultura foram homogeneizados cuidadosamente por meio de movimentos
circulares da placa. Apo6s a solidificacdo do meio, foi adicionada uma

sobrecamada de cerca de 5 mL de meio, conforme instru¢des do fabricante.
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A contagem das colbnias tipicas (rosa intensa com precipitado da
mesma cor ao redor da colbnia) foi realizada apds 48 horas de incubacéo a
36+£1°C. A média de colbnias tipicas foi multiplicada pelo inverso da diluicdo de
contagem e dividida por 40, para obter o numero de Unidades Formadoras de
Coldnia (UFC) por mL de caldo. Para a representacdo do resultado em &rea de
carcaca, considerou-se que os 40 mL de amostra homogeneizada
representavam a area total amostrada de 400 cm?. Sendo assim, os valores
obtidos em UFC/mL foram divididos por 10 para obter o resultado em UFC/cm?
(SILVA et al., 2010).

2.3.4. Formacdao do grupo de isolados de Escherichia coli

O grupo de isolados de E. coli submetidos ao teste de sensibilidade a
antimicrobianos foi formado a partir de coldnias tipicas de enterobactérias
originadas das amostras de fezes de lotes amostradas e colbnias tipicas
isoladas de suabes de carcaca de cada visita efetuada aos matadouros-
frigorificos, totalizando 355 isolados referentes as fezes e 319 isolados
referentes as carcacas.

Esse numero de isolados foi estabelecido para permitir a comparacao da
proporcao de resisténcia de E. coli no pré-abate e no pés-abate, considerando
que dados publicados indicam que 80% de isolados de E. coli provenientes de
suinos apresentam resisténcia contra ao menos um antimicrobiano (SCHMIDT
et al., 2002).

Colbnias tipicas de enterobactérias no meio VRBA foram repicadas,
individualmente, em Caldo Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI, Oxoid) e
incubadas por 24 horas a temperatura de 36+1°C. Em seguida, aliquotas desse
caldo foram transferidas para o agar MacConkey (Oxoid), e incubadas a
36+£1°C por 24 horas. Col6nias suspeitas de E. coli (rosa intenso) foram
transferidas para o agar TSA (Oxoid) e submetidos aos testes bioquimicos para
confirmacéo, conforme MacFaddin (2000). Apenas isolados confirmados foram

incluidos no grupo a ser testado.
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2.3.5. Teste de sensibilidade a antimicrobianos em isolados de
Escherichia coli

O grupo de isolados de E. coli obtidos de fezes e de carcagas em cada
ciclo de amostragem realizada foi testado quanto a resisténcia frente a
antimicrobianos, pelo teste de difusdo em agar Muller—Hinton (Oxoid), realizado
e interpretado de acordo com as normas dos documentos M2-A8
(CLSI/NCCLS, 2003), M100-S15 (CLSI/NCCLS, 2005) e M31-A3 (CLSI, 2008).
Oito antimicrobianos foram escolhidos, representando as classes de principios
ativos utilizados na suinocultura, e disponiveis em discos impregnados
comerciais (Oxoid): ampicilina (10 pug); ceftazidima (30 pg); cefotaxima (30 pg);
gentamicina (10 ug); florfenicol (30 pg); acido nalidixico (30 ug); tetraciclina (30
Mg); sulfonamidas (30 pg).

Para controle do teste foi utilizada a cepa E. coli ATCC 25922. Os
isolados foram considerados multi-resistentes quando apresentaram fenétipo
de resisténcia contra pelo menos trés antimicrobianos de classes distintas,

como recomendado por Schwarz et al. (2010).

2.4. Anélise estatistica

Os resultados de isolamento de Salmonella sp. e Listeria
monocytogenes foram analisados quanto a frequéncia encontrada em cada tipo
de amostra colhida, ou seja, nas fezes e nas carcacas no pré-resfriamento, em
cada matadouro-frigorifico visitado, através do teste ndo-paramétrico qui-
quadrado (yx°) do programa estatistco SPSS versdo 1.8, com nivel de
confianca de 95%.

As frequéncias de resisténcia a antimicrobianos de isolados de E. coli
provenientes de fezes e carcacas foram comparados pelo mesmo teste. As
comparacoes foram feitas entre os matadouros-frigorificos e entre a resisténcia
encontrada em isolados das duas origens no proprio estabelecimento. As
cepas que apresentavam resisténcia a trés classes distintas, ou seja, cepas
multi-resistentes foram relacionadas entre os isolados de fezes e carcaca pelo

mesmo método.



3. RESULTADO

Das 18 amostras de fezes colhidas nas pocilgas de espera de trés
matadouros-frigorificos de Santa Catarina, em 83,33% (15/18) houve
isolamento de Salmonella sp. Todas as trés amostras negativas foram
provenientes do primeiro ciclo de amostragem conduzido no matadouro-
frigorifico A. O género Listeria foi isolado em 66,66% (12/18) das amostras
referentes as fezes, sendo L. innocua a espécie mais frequente. Ao contrario,
L. monocytogenes foi encontrada em apenas uma amostra (5,5%) colhida no

matadouro-frigorifico B (Tabela 1).

Tabela 1 — Frequéncia de isolamento de espécies do género Listeria de amostras de
fezes colhidas em pocilgas de espera de trés matadouros-frigorificos de Santa
Catarina, 2010-2011.

Matadouro-frigorifico

A B C

(n=6) (n=6) (n=6)
Listeriainnocua 3 3 -
Listeria grayi 3 1 -
Listeria monocytogenes - 1 -
Listeria welshimeri - 3
Negativo 2 1 3

Do total de 252 carcacas, amostradas na etapa de pré-resfriamento,
27,38% (69/252) foram positivas para Salmonella sp. e 19,84% (50/252) para L.
monocytogenes. Comparando as frequéncias de carcagas positivas nos
matadouros-frigorificos amostrados, observou-se que o estabelecimento B
apresentou uma frequéncia significativamente maior (P<0,001) de carcacas
com isolamento de L. monocytogenes, porém apresentou tendéncia (P=0,053)
de menor deteccdo de Salmonella sp. (19,05%) em relagdo aos demais
matadouros. Por outro lado, em A e C houve uma frequéncia significativamente
maior (P<0,001) de isolamento de Salmonella sp. em relacdo a L.
monocytogenes a partir de carcagcas. Em 8 (3,17%) carcacas houve o
isolamento concomitante de Salmonella sp. e L. monocytogenes. Dessas
carcagas, sete foram originadas do matadouro-frigorifico B, enquanto no

estabelecimento C foi encontrada uma carcaca com ambos os patégenos.



56

Tabela 2 — Frequéncia de isolamento de Salmonella sp. e Listeria monocytogenes em

carcacas de trés matadouros-frigorificos (A, B, C) de Santa Catarina, 2010-2011.

Positivos/Total (%)

Matadouro-frigorifico

Listeria monocytogenes Salmonella sp.

A 1/84 (1,20%) 23/84 (27,39%)
B 46/84 (54,77%) 16/84 (19,05%)
C 3/84 (3,58%) 30/84 (35,71%)
Total 50/252 (19,84%) 69/252 (27,38%)

Os isolados de Salmonella obtidos de fezes e carcacas foram
classificados em dez sorovares distintos. Nas fezes colhidas nas pocilgas de
espera predominou S. Typhimurium, enquanto em carcacas S. Derby foi a mais
identificada (Tabela 3). Em todos os matadouros-frigorificos houve variabilidade
nos sorovares identificados, porém observou-se em todos os estabelecimentos

a presenca de sorovares comuns em fezes e carcacas.

Tabela 3 — Frequéncia de isolamento de Salmonella sp. e sorovares encontrados em
fezes e carcacas suinas de trés matadouros-frigorificos (A, B, C) de Santa Catarina,
2010-2011.

Fezes Carcagas
Amostragem — —
Positivo Sorovar (n) Positivo Sorovar (n)
Al 0/3 - 1/42 Panama (1)
A2 3/3 Infantis (3); Give (2); 22/42  Derby (23); Infantis (4);
Derby (1) Typhimurium (3); Mbandaka (1);
Salmonella sp. (1)
Bl 3/3 Typhimurium (2); 7/142  Typhimurium (7);
Give (1); Lexigton (1) Salmonella sp. (1)
B2 3/3 Typhimurium (2); 9/42  Typhimurium (6); Infantis (2);
Cerro (1); Corvallis Derby (1); Salmonella sp. (1)
(1); Panama (1)
C1 3/3 Typhimurium (1); 2/42  Typhimurium (1); Ohio (1)
Salmonella sp. (2)
Cc2 3/3 Salmonella sp. (3) 28/42  Salmonella sp. (28)

A contagem média de coliformes totais encontrada em carcagas variou
de 5,27x10"a 9,73x10° (Tabela 4).
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Tabela 4 — Namero médio de coliformes totais em carcacas amostradas na etapa de
pré-resfriamento em trés matadouros-frigorificos (A, B, C) de Santa Catarina, 2010-
2011.

Matadouro-frigorifico Minima Maxima Média
(Amostragem) UFC.cm?®  UFC.cm® UFC.cm™ log.cm™
A1) 2,25x10° 3,43 x 10° 5,74 x 10" 1,75
A(2) 1,25x 10° 3,19 x 10° 5,27 x 10" 1,71
B(1) 1,25 x 10> 3,66x 10° 1,14 x 10° 3,05
B(2) 5 x 10° 3,95 x 10* 9,73 x 10° 3,99
Cc(1) 2 x 10° 3,75 x 10" 4,29 x 10° 3,63
c(2) 1,25x 10°  8,25x 10* 9,37 x 10° 3,97

Em relagdo ao teste de resisténcia frente a antimicrobianos, realizado
em isolados de E. coli oriundos de fezes e carcacas, observou-se maior
frequéncia de resisténcia em isolados de fezes do que nos originados de
carcacas, sendo a diferenca estatisticamente significativa para tetraciclina
(P<0,001), ampicilina (P<0,001) e sulfonamida (P=0,022) (Tabela 5).

Tabela 5 — Frequéncia de resisténcia a antimicrobianos em isolados de Escherichia
coli provenientes de fezes e carcagas em trés matadouros-frigorificos (A, B, C) de
Santa Catarina, 2010-2011.

Fezes Carcaca _
— T =319 Total =674 va||30r
Resistente % Resistente % Resistente %

Tetraciclina 326 91,83 254 79,62 580 86,05 <0,001
Ampicilina 287 89,84 205 64,26 492 73,00 <0,001
Sulfonamida 265 74,64 207 64,89 472 70,02 0,022
Florfenicol 234 65,91 207 64,89 441 65.43 0,780
Acido nalidixico 213 60,00 184 57,68 397 58,90 0,457
Gentamicina 33 9,29 21 6,58 54 8,01 0,431
Ceftazidima 0 0 2 0,62 2 0,29 0,135
Cefotaxima 0 0 0 0 0 0 -

As frequéncias de resisténcia frente aos antimicrobianos variaram de
acordo com o matadouro-frigorifico amostrado. No primeiro estabelecimento
(A) observou-se frequéncia de resisténcia maior para a tetraciclina tanto nas
fezes quanto em carcacas, seguida de ampicilina e sulfonamida nas fezes e
florfenicol e sulfonamida nas carcagas (Tabela 6). Os isolados originados de
carcacas apresentaram maior frequéncia de resistentes que os de fezes frente
a todos os antimicrobianos, exceto para ampicilina. Entretanto, houve um

namero maior de isolados nas fezes que apresentaram resultados classificados
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como intermediarios. Houve diferenca estatisticamente significativa (P<0,05)
entre os isolados de fezes e carcacas para os antimicrobianos &cido nalidixico

e gentamicina.

Tabela 6 — Resultados de antibiogramas de isolados de Escherichia coli provenientes

de fezes e carcagas suinas no matadouro-frigorifico A.

FEZES (n = 122) CARCACA (n = 102)
Resistente Intermedidrio Sensivel Resistente Intermediario Sensivel P valor
% % % % % %

Acido nalidixico 54,10 4,92 40,98 75,49 0,98 23,53 0,003
Ampicilina 82,79 3,28 13,93 71,57 1,96 26,47 0,058
Cefotaxima 0 0,82 99,18 0 0 100 0,359
Ceftazidima 0 0 100 0 0 100 -
Florfenicol 43,44 15,57 40,99 87,26 11,76 0,98 0,252
Gentamicina 0,82 1,64 97,54 5,88 2,94 91,18 <0,001
Sulfonamida 72,95 0,82 26,23 81,37 0 18,63 0,074
Tetraciclina 89,34 0 10,66 93,14 0 6,86 0,321

O matadouro-frigorifico B apresentou uma frequéncia de resisténcia
significativamente mais elevada em isolados de fezes quando comparada aos
de carcacas frente a todos os antimicrobianos, exceto para os antimicrobianos
cefotaxima e ceftazidima (Tabela 7). Elevado numero de isolados,
principalmente de carcacas, apresentaram resultado intermediario no
antibiograma, principalmente frente ao florfenicol. Tetraciclina apresentou o
maior nimero de isolados resistentes em ambas os tipos de amostra, seguida

de florfenicol nas fezes e ampicilina nas carcacas.

Tabela 7 - Resultados de antibiogramas de isolados de Escherichia coli provenientes

de fezes e carcacgas suinas, no matadouro-frigorifico B.

FEZES (n = 122) CARCACA (n = 122)

Resistente Intermediario Sensivel Resistente Intermediario Sensivel P valor

% % % % % %

Acido nalidixico 67,21 4,10 28,69 48,36 4,10 47,54 0,009
Ampicilina 86,89 2,46 10,65 65,57 10,66 23,77 <0,001
Cefotaxima 0 0,82 99,18 0 1,64 98,36 0,561
Ceftazidima 0 0 100 1,64 0 98,36 0,156
Florfenicol 91,80 7,38 0,82 60,65 29,51 9,84 <0,001
Gentamicina 24,59 9,84 65,57 4,92 9,01 86,07 <0,001
Sulfonamida 77,87 0 22,13 50,82 0,82 48,36 <0,001

Tetraciclina 91,80 0 8,20 70,49 0,82 28,69 <0,001
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Com excecdo frente & gentamicina, o matadouro-frigorifico C também
apresentou frequéncia maior de isolados resistentes provenientes de fezes do
que de carcacas (Tabela 8). Porém, houve apenas diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) em relacdo a ampicilina e tetraciclina, e uma tendéncia de
diferenca em relagdo a sulfonamida. Novamente o florfenicol em ambas as
categorias obteve um percentual alto de isolados intermediarios no

antibiograma.

Tabela 8 - Resultados de antibiogramas de isolados de Escherichia coli provenientes

de fezes e carcagas suinas, no matadouro-frigorifico C.

FEZES (n = 111) CARCACA (n = 95)

Resistente Intermediario Sensivel Resistente Intermediario  Sensivel P valor

% % % % % %

Acido nalidixico 58,56 5,40 36,04 50,53 5,26 44,21 0,481
Ampicilina 72,07 3,60 24,33 54,74 11,58 33,68 0,015
Cefotaxima 0 0 100 0 1,05 98,95 0,279
Ceftazidima 0 0 100 0 0 100 -
Florfenicol 62,16 27,03 10,81 46,32 37,89 15,79 0,231
Gentamicina 1,80 3,60 94,60 9,47 3,16 87,37 0,074
Sulfonamida 72,97 0 27,03 65,26 0 34,74 0,051
Tetraciclina 94,59 0 5,41 76,84 0 23,16 <0,001

Entre os matadouros-frigorificos, o numero de isolados resistentes
provenientes de fezes foi estatisticamente (P<0,05) diferente frente ao
florfenicol e gentamicina. Ja entre isolados de carcacas, a frequéncia de
resistentes diferiu significativamente (P<0,05) frente ao &cido nalidixico,
sulfonamida e tetraciclina.

No presente estudo, foram encontradas cepas multi-resistentes, ou seja,
resistentes a no minimo trés antimicrobianos de classes distintas (SCHWARZ
et al., 2010). Considerando os trés estabelecimentos amostrados, os isolados
provenientes das fezes apresentaram um namero elevado de multi-resistentes
quando comparados com isolados oriundos de carcagas no pré-resfriamento
(P<0,001) (Figura 2).

Com excecao do matadouro-frigorifico A, todos os demais apresentaram
diferenca estatisticamente significativa (P<0,05) entre isolados de fezes com os

isolados de carcacas.
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Figura 2 - Frequéncia de isolados multi-resistentes em fezes e carcagas na etapa do
pré-resfriamento, em trés matadouros-frigorificos (A, B, C) de Santa Catarina, 2010-
2011.



4. DISCUSSAO

No presente estudo demonstrou-se a ocorréncia de patdgenos
causadores de DTA e de isolados de E. coli resistentes frente a
antimicrobianos tanto no pré-abate quanto na etapa final do processamento de
carcacas suinas em trés matadouros-frigorificos do Estado de Santa Catarina.

O isolamento do género Salmonella a partir de fezes de suinos alojados
em pocilgas de espera colhidas imediatamente antes do abate foi elevado,
alcancando frequéncia proxima a 100%. Os resultados observados
assemelham-se aos obtidos em outros estudos que amostraram o ambiente de
pocilgas de espera e reportaram prevaléncias de 90 a 100% de positividade
(BOTTELDOORN et al.,, 2003; SEIXAS et al., 2009; KICH et al., 2011; DE
BUSSER et al., 2011). O suino é considerado fonte primaria de introducéo de
Salmonella no matadouro-frigorifico, justificando assim a importancia de
controlar o nimero de animais portadores (BERENDS et al., 1997; EFSA,
2008; TEUNIS et al., 2010). A infeccao pode ocorrer durante o transporte e na
prépria pocilga de espera, pois a ingestdo de Salmonella pode resultar na
invasdo do trato gastrintestinal em duas horas, facilitando assim a
disseminacdo da bactéria por contaminacdo cruzada entre 0s animais
(BERENDS et al., 1996; HURD et al., 2001; SWANENBURG et al., 2001;
ROSTAGNO et al., 2009).

O nivel elevado de baias de espera contaminadas, por sua vez, tende a
elevar o nimero de suinos portadores ao abate (BOTTELDOORN et al., 2003;
ROSTAGNO et al., 2009; TEUNIS et al., 2010; DE BUSSER et al., 2011).
Nesse sentido, Letellier et al. (2009) demonstraram que a prevaléncia de
carcagas contaminadas com Salmonella aumentava em 23,6% nos lotes ja
positivos no pré-abate. Analisando as frequéncias de isolamento de Salmonella
por ciclo de amostragem no presente estudo, observa-se que o percentual
variou de 0 a 100% nas fezes, concordando com a literatura que sugere que a
positividade do lote influencia o nimero de carcacas positivas, pois a visita que
nao apresentou isolamento de Salmonella a partir de fezes foi a que
apresentou a menor frequéncia de carcacas positivas no pré-resfriamento
(2,4%).
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Além da origem de contaminacdo de carcacas associada a transmissao
entre animais nas pocilgas de espera pré-abate, essa pode ocorrer, também,
por contaminacao cruzada a partir de equipamentos, e das proprias carcacas
(BERENDS et al., 1997; DE BUSSER et al., 2011). A literatura indica alguns
pontos do abate que aumentam a contaminagdo de carcacas. Estudos
sugerem gue a escaldagem seja um risco de contaminacdo cruzada entre as
carcacas, quando a temperatura da agua ndo for mantida acima de 60°C
(BOLTON et al., 2002). A depilacdo é considerada uma etapa que possibilita
contaminagdo da carcaca, pois além de poder disseminar bactérias na pele do
proprio animal, pode ser uma fonte de transferéncia cruzada entre carcacas
(BORCH et al.,, 1996; BERENDS et al., 1997; EFSA, 2010). Apesar de uma
flambagem eficaz ter papel significativo na reducdo da carga bacteriana
presente nas carcacas (BORCH et al., 1996; EFSA, 2010), no polimento, etapa
seguinte, pode ocorrer a recontaminacao, visto que o equipamento é de dificil
higienizacdo (BORCH et al., 1996). Entretanto a evisceracao, ja na area limpa
do matadouro-frigorifico, é considerada a etapa com maior risco de
contaminacéo, através do extravasamento de fezes (BOTTELDOORN et al.,
2003; EFSA, 2010; DE BUSSER et al., 2011). Além disso, na area limpa nao
existe uma etapa que reduza a contaminacgéo das carcacas, possibilitando que
as mesmas cheguem positivas na etapa de pré-resfriamento.

No presente trabalho, as carcacas ndo foram acompanhadas durante o
processamento na linha de abate, entretanto € possivel supor que 0s pontos
referidos como criticos na literatura tenham contribuido para o niumero de
carcacas positivas verificado na etapa de pré-resfriamento. Entre matadouros-
frigorificos as frequéncias de carcacas positivas apresentaram grande variacao,
ficando entre 19,05% e 35,71%, proxima a prevaléncia de 24% reportada por
Kich et al. (2011) em um matadouro-frigorifico também localizados em Santa
Catarina. Outros estudos relatam prevaléncias maiores, como o conduzido na
Bélgica (37%) ou no Canada (43,4% a 67%) (BOTTELDOORN et al. 2003;
LETELLIER et al., 2009). Porém, Van Hoek et al. (2012) relataram prevaléncia
de 35,9% de carcacas positivas no pré-resfriamento, também compativel com
os resultados encontrados no presente trabalho. No mesmo estudo, 6% das

carcacas foram positivas apenas na amostragem realizada ao final da linha de
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abate, reforcando a hipdtese de contaminacdo cruzada durante etapas
anteriores do processo (BERENDS et al., 1997; BOTTELDOORN et al., 2003).

Em estudo realizado no Sul do Brasil, por Silva (2011), apenas 14,7% do
total de 109 carcacas amostradas na etapa do pré-resfriamento foram positivas
para Salmonella, porém com frequéncia muito variavel (0 a 69,2%) entre
matadouros-frigorificos visitados. Dados semelhantes foram encontrados na
Italia, por Piras et al. (2011) e em Portugal por Vieira-Pinto et al. (2005), com
14,1% e 12,9% de carcacas positivas, respectivamente. Prevaléncia ainda
menor foi relatada por Bouvet et al. (2003), com 10,5% de carcagas positivas,
havendo também diferenca estatisticamente significativa entre os matadouros-
frigorificos amostrados (p<0,001). Na Alemanha, a prevaléncia relatada foi de
10,3% (KASBOHRER et al.,, 2000), e na Dinamarca encontrou-se 9,6%
(SORENSEN et al., 2004) ou 1,4% (SORENSEN et al., 2006), em dois estudos
distintos. Todos esses dados reforcam a hipotese que a prevaléncia de
Salmonella em carcacgas é altamente variavel entre regifes, abatedouros e, até
entre dias de abate num mesmo estabelecimento, o que reflete a prevaléncia
de portadores dos lotes entregues e a forma como 0 processamento das
carcacas foi conduzido.

Cada matadouro-frigorifico demonstrou um perfil de sorovares distinto,
entretanto S. Derby foi o mais encontrado, seguido de S. Typhimurium,
considerando todas as amostras analisadas. Esse resultado corresponde ao
reportado em estudos similares (BOUVET et al., 2003; DE BUSSER, 2011;
PIRAS et al., 2011; SILVA, 2011), e com relatos da Unido Europeia, onde 0s
sorovares Typhimurium e Derby foram os mais encontrados em suinos (EFSA,
2009). Ao lado dos sorovares mais frequentemente relatados, foi possivel
identificar outros de ocorréncia rara — Ohio, Give, Lexington e Corvallis —
demonstrando a grande variabilidade de origem dos isolados. Em outro estudo
realizado em Santa Catarina, também foram identificados sovorares menos
frequentes, como Senftenberg (5,4%), Houtenae (0,7%) e Montevideo (0,5%)
ao lado dos mais prevalentes Typhimurium (50,7%) e Panama (28,5%) (KICH
et al., 2011). Por outro lado, apenas os sorovares Typhimurium e Derby foram
comuns entre fezes e carcacas no presente estudo. Swanenburg et al. (2001)
reportaram os sorovares Panama e Typhimurium como os mais encontrados

nas pocilgas de espera e nas carcacas. Em Portugal, em carcacas positivas
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para o género Salmonella, 69,2% apresentaram o0 mesmo sorotipo identificado
no suino antes do abate, enfatizando a importancia de suinos como fonte de
introducé@o de Salmonella durante o abate (VIEIRA-PINTO et al., 2005).

Uma situacdo completamente distinta foi verificada em relacdo ao
género Listeria, pois, apesar de 66,6% (12/18) das fezes amostradas serem
positivas, apenas em uma amostra houve identificacdo da espécie patogénica
L. monocytogenes. Listeria innocua foi a espécie mais frequente, seguida de L.
grayi e L. welshimeri, resultado semelhante ao encontrado por Belceil et al.
(2003), em que 74% de pocilgas foram positivas para Listeria spp., sendo L.
innocua a mais prevalente.

O isolamento de qualquer espécie de Listeria pode refletir a presenca de
L. monocytogenes (CAPITA et al., 2001; BEICEIL et al., 2003), uma vez que as
amostras geralmente albergam mais de uma espécie do género e o isolamento
de L. monocytogenes poder ser subestimado quando ha elevado numero de
isolados de L. innocua, pois pode haver interferéncia com o crescimento da
primeira na etapa de isolamento (CORNU et al., 2002; BEICEIL et al., 2003).

Entretanto, estudos sugerem que a contaminacdo pelo género Listeria
em carcacgas tem menor relacdo com a presenca da bactéria nas fezes, quando
comparada a outros agentes estudados. Wesley et al. (2008) demonstraram
gue L. monocytogenes estava mais presente em tonsilas do que em fezes de
suinos, Prencipe et al. (2012) observaram niveis baixos de suinos portadores
de L. monocytogenes, concordando com Kanuganti et al. (2002), sendo mais
frequente seu isolamento em tonsilas do que em fezes. Estudos indicam que
apesar da contaminacgao de carcacas por L. monocytogenes poder ocorrer por
extravasamento de conteldo intestinal durante a evisceracdo, a retirada da
cabeca € a operacdo de maior risco (AUTIO et al.,, 2000; THEVENOT et al.,
2006). Hellstrom et al. (2010) demonstraram que pode ocorrer contaminagao
direta de carcacas durante a retirada de tonsilas e que 0 numero de carcacas
contaminadas néo tinha relacdo com a prevaléncia de L. monocytogenes nas
granjas de origem dos animais.

Segundo Thevenot et al. (2006), um pequeno numero de L.
monocytogenes introduzidas na linha de abate ja é suficiente para que se
estabelecam e multipliguem no ambiente. Além disso, 0 género Listeria, por

possuir capacidade de formacéao de biofilme, pode sobreviver e multiplicar-se
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em temperaturas baixas, além de resistir a acdo de desinfetante, tornando o
ambiente do matadouro-frigorifico uma fonte de contaminagdo cruzada das
carcacas durante o processamento (AUTIO et al., 2000; THEVENOT et al.,
2006; CARPENTIER & CERF, 2011). Prencipe et al., (2012) observaram a
contaminagdo cruzada de carcagas, tendo sido o ambiente do abate
considerado a principal fonte de contaminacdo do produto final por L.
monocytogenes, além de observarem a persisténcia de pulsotipos recorrentes
no ambiente ao longo do tempo.

No presente trabalho encontrou-se baixa frequéncia de L.
monocytogenes em carcacas nos matadouros frigorificos A e C similares a
outros estudos, que relataram prevaléncias que variaram de 0,6% a 4,1% em
carcacas no pré-resfriamento (KANUGANTI et al., 2002; LINDBLAD et al.,
2007; WESLEY et al., 2008; HELLSTROM et al., 2010; PRENCIPE et al.,
2012). Por outro lado, no matadouro-frigorifico B houve uma frequéncia
(54,77%) significativamente maior (P<0,001) de carcacas com isolamento de L.
monocytogenes. Este resultado sugere que o ambiente desse estabelecimento
estava contaminado e que havia falhas nos processos de abate, propiciando
que um elevado numero de carcagas contaminadas chegasse até a camara
fria. Considerando o carater psicrotréfilo de L. monocytogenes, é possivel
supor que tal achado tenha exercido influéncia sobre a ocorréncia de produtos
contaminados, elaborados a partir dessas carcacas apos resfriamento.

Paralelamente as pesquisas de Salmonella e Listeria, foi realizado o
isolamento e enumeracao de coliformes totais, com o intuito de formar o grupo
de E. coli testadas quanto a resisténcia a antimicrobianos. As contagens de
coliformes totais encontradas no presente estudo variaram de 5,27x10' a
9,73x10°, ou seja, 1,71 a 3,99 log.cm?. No Brasil ndo ha parametros para média
de coliformes totais em carcacas suinas, portanto ndo € possivel avaliar o
padrao higiénico dos matadouros-frigorificos amostrados. Em 2007 o Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento emitiu a Circular n°® 130/CGPE/
DIPOA orientando matadouros-frigorificos exportadores a monitorarem a
contaminagdo de carcacas suinas, obedecendo um plano de amostragem no
qual é estabelecido que a contagem média nas carcacas amostradas na etapa
de pré-resfriamento deve ser < 2x10%® UFC/cm? para bactérias pertencentes a

familia Enterobacteriaceae (BRASIL, 2007). A familia Enterobacteriaceae inclui
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bactérias Gram negativas, oxidase negativa fermentadoras de glicose, ao
passo que os coliformes totais € um sub-grupo que inclui apenas as bactérias
capazes de fermentar a lactose (SILVA et al., 2010). Adotando a contagem de
Enterobacteriaceae maxima preconizada pela Unido Europeia (<2,0 log
UFC/cm? como parametro, Blagojevic et al. (2011), classificaram dois
matadouros-frigorificos europeus como aceitaveis. Resultado similar foi
encontrado por Delhalle et al. (2008), onde a média de contagem foi E. coli
ficou entre 0,43 a 1,11 log UFC/cm?, considerado aceitavel no Regulamento
(CE) n° 2073/2005, que adota E. coli como um indicador de contaminacao fecal
durante o processo (EU, 2005). Ghafir et al. (2008) realizaram estudo com o
objetivo de avaliar diferentes indicadores bacterianos para avaliar a qualidade
sanitaria de carcacas suinas, incluindo monitoramento das contagens de E. coli
e Enterobacteriaceae. Médias de 1,20 a 2,32 log UFC/cm? de E. coli foram
encontradas, e essa contagem foi significativamente maior em carcacas
positivas para Salmonella, o que levou os autores a considera-la um bom
indicador para presenca de agentes zoono6ticos entéricos em carcaca suina. Ja
Ruby & Ingham (2009) sugeriram o uso de Enterobacteriaceae como indicador
para presenca de Salmonella. Prendergast et al. (2008) encontraram média
mais elevadas de Enterobacteriaceae, variando de 1,72 a 5,33 log UFC/cm?,
entretanto, ndo foi possivel correlacionar o aumento dessa média com o
namero de carcagas positivas para o Salmonella.

Isolados de E. coli provenientes das amostras de fezes colhidas nas
pocilgas de espera e de carcacas foram testadas quanto a resisténcia a
antimicrobianos neste estudo. Existem diversos relatos na literatura sobre
elevados niveis de resisténcia antimicrobiana em bactérias provenientes de
animais de producéo (RIBEIRO et al., 2006; ALMEIDA et al., 2007; BANDEIRA
et al., 2007; AARESTRUP et al., 2008; MENIN et al., 2008; COSTA et al., 2010;
WANG et al., 2010; ANJUM et al., 2011; KICH et al., 2011; TANG et al., 2011;
OBENG et al., 2012). Além disso, bactérias originadas de diferentes espécies
animais podem apresentar perfil de resisténcia antimicrobiana e genotipos
semelhantes a isolados de humanos (WEDEL et al., 2005; MICHAEL et al.,
2006), indicando que animais de producdo podem ser reservatorio de bactérias
multi-resistentes. Conforme relatério da FAO/WHO/OIE (2008), a disseminacéo

da resisténcia antimicrobiana € um problema de salde publica global e
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patégenos transmitidos por alimentos e comensais potencialmente resistentes
a cefalosporinas, quinolonas e aminoglicosideos devem ser especialmente
monitorados. Nesse sentido, 0 monitoramento de resisténcia antimicrobiana
realizada em bactérias comensais em animais, como o caso da E. coli, é
considerado um bom indicador do padrao de resisténcia dentro de uma
populacdo (ANDRAUD et al., 2011).

Entre os isolados de E. coli testados no presente estudo, elevada
frequéncia de resistentes a tetraciclina, ampicilina, sulfonamida, florfenicol e
acido nalidixico foi observada, o que pode indicar pressao de selecédo exercida
pelo uso indiscriminado de antimicrobianos e pela co-selecédo de resisténcias
mediadas por genes localizados em cassetes génicos (WANG et al., 2010). Por
meio da co-selecdo génica, é possivel observar persisténcia da resisténcia a
determinados antimicrobianos em popula¢gbes bacterianas, mesmo apés o
abandono de sua administragéo, pois genes localizados em cassetes génicos
sdo co-selecionados pelo uso de qualquer um dos antimicrobianos alvos de
resisténcia dos genes que compdem um determinado cassete.
Frequentemente, os cassetes génicos sao formados pela integracdo de genes
nos denominados integrons, muitas vezes localizados em elementos moveis, e
que acumulam e expressam genes de resisténcia (SCHWARZ et al., 2006;
TANG et al., 2011).

O marcador do integron classe 1 das enterobactérias € o gene sull, sul2
ou sul3, que conferem resisténcia as sulfonamidas (BEAN et al., 2005),
principio ativo que apresentou uma elevada frequéncia de cepas resistentes
neste estudo, sugerindo, assim, que os isolados de E. coli seriam carreadores
de integron classe 1. Frequentemente, isolados resistentes as sulfonamidas
também apresentam resisténcia a tetraciclina e ampicilina nos relatos
encontrados na literatura (PANTOZZI et al., 2010; THORSTEINSDOTTIR et al.,
2010). Malik et al. (2011) encontraram 97% de isolados de E. coli proveniente
de suinos resistentes a ampicilina, espectinomicina, oxitetraciclina,
clortetraciclina e tetraciclina. Prevaléncias variando de 44 a 93% para
ampicilina; 51 a 92% para sulfonamida; e 24 a 100% para tetraciclina tém sido
encontradas (HARADA et al., 2005; SCHROER et al., 2007; HENDRIKSEN et
al., 2008; TANG et al., 2011; JIANG et al., 2011), levando a supor que estejam

agrupados em um cassete génico. A existéncia desses elementos genéticos
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em E. coli foi observado por Ajiboye et al. (2009), encontrando 28% de isolados
de origem animal com a presenca de integron classe 1, e 88% com cassetes
génicos. Devido a alta prevaléncia de resisténcia para os antimicrobianos da
classe de sulfonamida e tetraciclina, o uso destes principios ativos na
terapéutica da suinocultura tem sido restringido em diversos paises. Desde
1998, penicilinas, tetraciclinas e sulfonamidas devem ser evitadas em aditivos
alimentares e/ou promotores de crescimento (BRASIL, 2009a), entretanto seu
uso terapéutico é permitido no Brasil. Além disso, 0 uso de tetraciclina pode
gerar o acumulo de residuos desse principio ativo, 0 que tem representado
barreira para exportacdo de carne para alguns paises, como a RuUssia. O
florfenicol é a Unica molécula do grupo dos cloranfenicois que tem permisséo
para uso em suinocultura no Brasil, sendo empregado em programas
preventivos ou terapéuticos para as principais doencas entéricas e respiratorias
de suinos nas fases de recria e terminacdo (BARCELLOS et al., 2007). Sua
resisténcia é mediada quase sempre por elementos moveis (SCHWARZ et al.,
2004). A resisténcia ao florfenicol em micro-organismos entéricos €
preocupante, pois os genes codificantes sdo passiveis de transferéncia atraves
de determinantes genéticos moveis por conjugacdo bacteriana no ambiente
intestinal. Rayamajhi et al. (2009) observaram 7,43% de resisténcia ao
florfenicol em isolados de E. coli de suino, entretanto o autor afirma que este
namero pode vir a aumentar no decorrer dos anos, pois a o florfenicol € muito
empregado no tratamento de doencas respiratorias e doencas entéricas.
Frequéncia maior j& foi relatada por Bischoff et al. (2002), que encontraram
64% de E. coli provenientes de suinos resistentes ao florfenicol. Entretanto, em
estudo conduzido por Macédo et al. (2007) o florfenicol foi a droga de melhor
eficacia sobre cepas virulentas de E. coli em teste “in vitro”, sendo 84% dos
isolados classificados como sensiveis. Em estudos posteriores, Menin et al.
(2008) encontraram resisténcia em 54% dos isolados de E. coli testados,
enquanto Pantozzi et al. (2010) relataram 44,2% de cepas dessa bactéria
isoladas de suinos apresentando resisténcia ao cloranfenicol.

As quinolonas sdo amplamente utilizadas na producdo de suinos,
principalmente no controle de infecgcbes do trato urinario. A resisténcia
encontrada para qualquer quinolonas de 12 geracdo funciona como marcador

de possivel resisténcia as fluorquinolonas (quinolonas de 22 geracao)
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(HOOPER, 2001), classe de agentes antimicrobianos de largo espectro, sendo
utilizados em infecgbes causadas por micro-organismos resistentes a outras
classes de farmacos (SOUZA, 2005). No presente trabalho, o acido nalidixico
foi & quinolona escolhida para ser testada, sendo observado que 58,9% dos
isolados eram resistentes, independente da origem do isolamento. A
resisténcia ao acido nalidixico é relatada em outros estudos que avaliaram
isolados de E. coli de suinos, porém em frequéncias inferiores as encontradas
nesse estudo. Na Groenlandia foram encontrados 12,8% de resistentes, ao
passo que na Argentina e na Nigéria, respectivamente, frequéncias de 20,9% e
37,3% foram relatadas (PANTOZZI et al., 2010; OJO et al, 2010;
THORSTEINSDOTTIR et al., 2010). Nesses estudos também é relatada a
presenca entre 2,3% e 25,3% de isolados apresentando resisténcia as
fluorquinolonas, evidenciando a associacdo da resisténcia as quinolonas de
primeira e segunda geracao.

No presente estudo, ndo houve isolados resistentes concomitantemente
aos antimicrobianos ceftazidima e cefotaxima, demonstrando que ndo houve
isolado com produgédo de B-lactamase de amplo espectro (ESBL). As ESBL
constituem um grupo de enzimas derivadas das B-lactamases classicas TEM-1,
TEM-2 e SHV-1, que representam um importante mecanismo de resisténcia
encontrado em enterobactérias, sendo capazes de hidrolisar penicilinas,
cefalosporinas de todas as geracdes e monobactamicos, diminuindo assim as
opcOes terapéuticas. A maioria dessas enzimas é codificada por genes
localizados em plasmideos, que geralmente carregam genes de resisténcia a
outros antimicrobianos, em cepas multi-resistentes. Fezes de suinos
saudaveis, amostrada por Machado et al. (2008) apresentaram frequéncia de
5,7% E. coli produtoras de ESBL. Frequéncia maior em fezes de suino foi
encontrada por Geser et al. (2011), que identificaram 15,2% dos isolados de E.
coli como ESBL positivas, e Gongalves et al. (2010) que encontraram 24,61%
de cepas desse grupo. Tian et al. (2009) investigaram os perfis de resisténcia
numa producdo de suinos na China, durante cinco anos, e observaram um
aumento na prevaléncia de E. coli produtora de ESBL (de 2,2% para 10,7%)
com o passar dos anos. A presenca de Enterobacteriaceae produtora ESBL em

amostras fecais representa risco para contaminagdo em carcagas no momento
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do abate (GESER et al.,, 2011). No monitoramento conduzido no presente
estudo ndo ha indicios de E. coli ESBL positiva contaminando carcacas.

O protocolo de uso de antimicrobianos nos suinos amostrados neste
trabalho, de acordo com o relatério que acompanha os lotes abatidos,
demonstrou que ndo houve grande variacao nos dos principios ativos utilizados
pelas agro-indastrias. Em todos os lotes amostrados houve o uso de
amoxicilina, florfenicol, ceftiofur, colistina e tiamulina. O wuso desses
antimicrobianos justifica a elevada frequéncia de cepas resistentes a ampicilina
e florfenicol encontrada nos isolados de E. coli, bem como o grande nimero de
isolados com sensibilidade intermediaria ao florfenicol, o que indica que ha uma
tendéncia de aumento das cepas resistentes. Apesar do protocolo comum de
uso de antimicrobianos, houve diferenca significativa (P<0,05) entre
agroindustrias no namero de isolados resistentes ao florfenicol e a gentamicina,
o que pode refletir diferencas de intensidade de uso desses principios ativos.

Com excecao do matadouro-frigorifico A, todos os demais apresentaram
frequéncia de isolados resistentes e multi-resistentes maior nas amostras de
fezes do que de carcacgas. Resultado semelhante foi encontrado por Wu et al.
(2009), quando avaliaram resisténcia para tetraciclina em isolado de E. coli em
carcagas suinas em cinco etapas na linha de abate. Os autores demonstraram
gue a contagem de E. coli e a prevaléncia de isolados resistentes a tetraciclina
foram progressivamente reduzidas apO0s cada etapa de amostragem. Em
relacdo a prevaléncia de E. coli resistente a tetraciclina houve reducéo de 8%
(cerca de 1 a 2 log) da sangria até o pré-resfriamento, Frequéncias de isolados
resistentes menores em carne suina quando comparados com fezes de suinos,
foram também encontrados por Thorsteinsdottir et al. (2010), porém esses
autores nao tracam hipéteses sobre a razéo da diferenca encontrada.

Outros autores sugerem algumas hipoteses para a diminuicdo da
frequéncia de isolados resistentes ao longo do processo de abate. Uma delas
seria a contaminag&o das carcacas por cepas menos resistentes, que estariam
presentes no ambiente do frigorifico, além da contaminacdo cruzada das
carcacas com cepas resistentes originadas do trato intestinal dos animais
abatidos e contaminariam as carcagas substituindo a populagéo originada do
trato intestinal do animal abatido (ASLAM et al., 2004; WU et al., 2009). Delsol

et al. (2010) avaliaram isolados de E. coli provenientes de pocilgas de espera e
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carcacas de suinos inoculados com E. coli multi-resistentes e observaram que
as cepas multi-resistentes ndo foram recuperadas em carcagas pos-
refrigeracdo. Entretanto, foram encontradas outras cepas de E. coli em 60%
dessas carcacas. Mesmo que haja um declinio na frequéncia de cepas multi-
resistentes nas carcagas, a persisténcia de qualquer isolado resistente,
demonstra que 0s mesmos podem chegar até o consumidor. Estudos
demonstram que os individuos que trabalham em contato com aves ou suinos
nas granjas e em matadouros-frigorificos apresentam maior chance de serem
colonizados por cepas comensais de E. coli resistentes aos antimicrobianos
(PRICE et al., 2007; ALALI et al., 2010). Além disso, a selecdo de grupos de E.
coli comensais no trato intestinal de animais que sdo patogénicos aos
humanos, como é o caso das cepas STEC, pode constituir um risco para os
consumidores. Ojo et al. (2010) relataram a presenca de cepas STEC multi-
resistentes nas fezes de suinos e na carne comercializada na Nigéria e
sugeriram que a contaminacdo fecal que ocorria durante o processamento
contribuia para essa disseminacdo. Além disso, no trato intestinal do humano,
cepas multi-resistentes podem vir a colonizar e transmitir genes de resisténcia
para bactérias comensais do intestino, como demonstrado em E. coli por
Trobos et al. (2009).

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que existiam falhas no
processo de abate dos matadouros-frigorificos amostrados, indicado pela
elevada contagem de coliformes totais encontrada em carcagas originadas de
dois matadouros-frigorificos e isolamento de Salmonella sp. e L.
monocytogenes. Além disso, entre os coliformes totais encontrados nas
carcacas foram identificados isolados de E. coli resistentes e multi-resistentes
frente a antimicrobianos, representando um risco adicional para a inocuidade
do produto. Dessa forma, demonstra-se a necessidade de intensificar os
programas que identifiguem as falhas e implantem medidas corretivas para
reduzir a contaminacgéo de carcacas no pré-resfriamento e garantir um alimento

indcuo.



5. CONCLUSAO

- Houve frequéncia elevada de isolamento de Salmonella sp. tanto em
amostras fecais colhidas nas pocilgas de espera, quanto em carcagas no pré-
resfriamento nos matadouros-frigorificos de suinos amostrados.

- O isolamento de Listeria monocytogenes foi baixo a partir de amostras de
fezes, entretanto foi elevado a partir de carcacas no pré-resfriamento,
sugerindo que as fezes ndo foram origem das cepas encontradas nas
carcacas.

- Isolados de Escherichia coli provenientes de fezes e de carcacas
apresentaram alta frequéncia de resisténcia frente a antimicrobianos utilizados
na terapéutica humana e animal, indicando a necessidade de uso prudente

dessas drogas em suinocultura.
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