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Campylobacter coli no fluxograma de abate de suinos e pesquisa dos genes cdt
Campylobacter coli in Swine Slaughtering Flowchart and Research of cdt Genes
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ABSTRACT

Background: Campylobacter spp. are among the microorganisms most commonly associated with foodborne disease.
Campylobacter spp. isolation from pigs during the slaughter and final products have been reported in several countries,
including Brazil. However, very little is known about the sources of contamination in the slaughtering flowchart and how
these microorganisms are spread in processing plants. Considering the possibility of the pigs carry Campylobacter spp.
since the farm or its products are contaminated in the slaughterhouse, this study had as aim to track Campylobacter spp.
in pig slaughtering flowchart to understand the behavior of these pathogens in the production line.

Materials, Methods & Results: Forty animals of 10 lots, four from each lot, were followed during slaughter. Stool samples
were collected from the floor of each enclosure where the pigs were housed on the farm and immediately after stunning
on slaughterhouse. Samples from carcass surface were collected after removal of the animals from scrap machine, after
evisceration and before the refrigeration chamber. It was also collected surface samples from jowls and samples from the
scalding tank water before and after the passage of animals. The swabs containing samples were plated onto Columbia agar
supplemented with activated charcoal, oxygen reduction solution and antibiotics supplement, and incubated at 42°C for
48 h under microaerobic conditions. The colonies which presented with a shiny and moist appearance were analyzed by
Gram staining for identification of Campylobacter by morphology, and then tested for catalase and oxidase. The Campy-
lobacter isolates were identified for species C. jejuni or C. coli by PCR. Bands profiles were determined by rep-PCR and
used to compare the strains. Campylobacter was isolated from 19 (9.5%) of the 200 pig samples analyzed, seven (36.8%)
of the rectum, seven (36.8%) after evisceration and five (26.3%) before the refrigeration chamber. Campylobacter was not
isolated from jowls and from scalding tank water. All isolates were C. coliand cdmegative.Persistence of strains originat-
ing from the farm and cross contaminations during the slaughtering flowchart was identified by the analysis of the bands
profiles obtained by rep-PCR.

Discussion: C. coli was the species of Campylobacter present in the swine intestinal tract and in the swine slaughterhouse.
The animals, once contaminated, can carry the microorganism during the stages of the slaughtering flowchart. The farm
where the animals came from is an important source of contamination during processing, however cross contamination
also plays a relevant role. The evisceration was considered the most critical stage, due to the greater number of isolates
obtained after this procedure, what emphasize the importance of the hygienic-sanitary management in this stage. Campy-
lobacter spp. can survive, despite not being able to multiply, in foods at refrigeration temperatures (-1 to 5°C) for one to
three weeks. Therefore, the high percentage of isolates obtained from the carcass before the refrigeration chamber may
represent a problem, since the contamination of the carcasses that enter in this sector can be maintained until the food
reaches the consumer. There was no similarity between strains isolated from different lots, indicating that there were no
persistence of strains both in the farm and in the slaughterhouse.
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INTRODUCAO

Campylobacter spp. s@0 microrganismos
comumente associados a doencas transmitidas por
alimentos de origem animal e as espécies C. jejuni,
C. coli e C. lari estdo entre as mais frequentemente
implicadas em infec¢des alimentares em humanos [9].
Com relagdo aos suinos, C. coli é a espécie que mais
tem sido isolada do sistema gastrointestinal desses
animais [20]. Os suinos podem ser portadores assin-
tomaticos de Campylobacter spp., 0 que aumenta a
probabilidade de contaminagdo das carcagas durante
o processo de abate [11].

Um dos fatores de patogenicidade de Campylo-
bacter, responsavel pelos sinais clinicos em humanos,
¢ a toxina citoletaldistensiva (CDT), composta pelas
subunidades proteicas cdtA, cdtB e cdtC, codificadas
pelos genes cdtA, cdiB e cdiC, respectivamente. E
necessdria a expressao dos trés genes para que a pro-
teina esteja na sua forma ativa e possa penetrar nas
células [24].

O isolamento de Campylobacter spp. de sui-
nos no abate e nos produtos finais tém sido reportado
em vérios paises [4,23], incluindo o Brasil [3,19].
Entretanto, muito pouco é conhecido sobre as fontes
de contaminagdo no fluxograma de abate e a forma de
disseminacdo desses microrganismos nos estabeleci-
mentos processadores.

Considerando a possibilidade dos suinos serem
portadores de Campylobacter spp. desde a granja ou de
seus produtos serem contaminados no préprio frigorifi-
co, o objetivo deste trabalho foi rastrear Campylobacter
spp. no fluxograma de abate de suinos para identificar
as fontes de contaminagdo e pesquisar a presenga dos
genes cdt nos isolados.

MATERIAIS E METODOS

Coleta das amostras

Quarenta suinos de uma granja de ciclo
completo, localizada no sul do Rio Grande do Sul,
foram acompanhados durante o fluxograma de abate
em frigorifico legalmente estabelecido no sul do Rio
Grande do Sul, cadastrado e inspecionado pela Divisao
de Inspecdo Sanitdria de Produtos de Origem Animal
da Secretaria de Agricultura, Pecudria e Irrigacdo do
Estado. Foram realizadas coletas de amostras de fezes
para a pesquisa de Campylobacter spp. duas semanas
antes do carregamento para o abate (tempo necessario

para o processamento das amostras em laboratério),
com o uso de propés descartdveis, caminhando em
diferentes direcdes no interior das baias. Em seguida,
com o auxilio de zaragatoas estéreis, foram coletadas
amostras do material do propé, totalizando trés amos-
tras por baia. Imediatamente apds a coleta, o material
foi encaminhado ao laboratério em meio de transporte
Cary Blair' em caixa isotérmica com gelo. Foram
acompanhados 20 animais de cinco baias em que foi
identificada a presenca de Campylobacter spp. nas
amostras de fezes coletadas na granja e 20 animais de
cinco baias em que o microrganismo ndo foi isolado.

Quatro animais de cada baia foram identifica-
dos com brincos e acompanhados durante o fluxograma
de abate. Foram coletadas amostras de fezes ap6s a in-
sensibilizacdo, através da introduc¢ao de uma zaragatoa
no reto do animal. Através da friccdo de uma zaragatoa
em uma area de 100 cm? delimitada por gabarito de aco
inoxidavel esterilizado foram coletadas amostras apés
adepiladeira, na superficie da pele, a 15 cm da linha de
dorso, iniciando a medida a partir da 5* costela; ap6s a
abertura da cavidade abdominal, na superficie interna
da carcaca, a 10 cm das articulagdes das costelas com
as vértebras, iniciando a medida a partir da 5% costela;
e imediatamente antes da carcaca entrar na camara fria,
na superficie da pele, a 15 cm da linha de dorso, ini-
ciando a medida a partir da 5 costela. Também foram
coletas amostras da papada, através da fric¢cdo de uma
zaragatoa na superficie interna da papada, e da dgua
utilizada no tanque de escaldagem, antes de iniciar o
abate de cada baia e apds a passagem dos animais, em
frascos de vidro esterilizados, em quantidade aproxi-
mada de 50 mL.

Obtengdo dos isolados

Para isolamento de Campylobacter spp., as
zaragatoas com as amostras foram diretamente seme-
adas em superficie de Columbia Blood Agar Base?,
adicionado de 0,4% (m/v) de carvao ativado, 5% (m/v)
de suplemento de solucdo redutora de oxigénio FBP
[6] e 1% (m/v) de suplemento Campylobacter I' com
mistura de antibidticos. As placas foram incubadas a
42°C por 48 h em atmosfera de microaerofilia (85%
N,, 10% CO,, 5% O,).

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

Identificagdo e andlise dos isolados

O DNA dos isolados suspeitos de Campylobac-
ter spp. foi extraido [17] e analisado através da técnica
da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para identi-
ficacdo das espécies C. jejuni e C. coli [8]. Ap6s a iden-
tificacdo da espécie, foi realizada a pesquisa genes cdtA,
cdtB e cdtC através da técnica de multiplex PCR [12].

Os perfis moleculares dos isolados foram deter-
minados por rep-PCR [15], utilizando o primer (GTG)5
(GTGGTGGTGGTGGTG) [22].

RESULTADOS

Das 200 amostras coletadas de suinos, 19
(9,5%) albergavam Campylobacter spp., sendo
13 (6,5%) de animais oriundos de baias positivas
e 6 (3%) de animais de baias negativas. Destes,
7 (36,8%) foram isolados das amostras de fezes
obtidas do reto e 7 (36,8%) da superficie da pele
na pés-evisceracdo. Os outros 5 (26,3%) foram
isolados das carcacas na entrada da camara fria
(Tabela 1). As baias consideradas como negativas
foram aquelas em que nfo houve o isolamento da
bactéria nas fezes coletadas duas semanas antes do

abate. Todos os isolados obtidos no estudo foram
identificados como C. coli e nenhum deles apresen-
tava os genes cdt.

Em relacdo aos animais provenientes das baias
positivas, na baia 1, o isolado da granja foi indistinguivel
do isolado obtido do suino 3 antes da entrada na camara
fria. Na baia 2, a cepa isolada da granja foi intimamente
relacionada com as cepas obtidas do animal 3, enquanto
que a cepaisolada do animal 1 foi considerada diferente.
Os animais da baia 3 apresentaram dois isolados diferen-
tes entre si e diferentes daquele obtido na granja. Na baia
4, os isolados obtidos do animal 2 apds a evisceragio e na
entrada da camara fria foram considerados intimamente
relacionados, mas diferentes da granja.

Quanto aos animais provenientes de baias
negativas, observou-se que na baia 1 os isolados obti-
dos do reto e ap6s a evisceragdo foram considerados
intimamente relacionados. J4 os isolados das demais
baias foram considerados diferentes.

N3ao houve similaridade entre os isolados ob-
tidos de baias/lotes diferentes.

DISCUSSAO

Todos os 19 (100%) isolados obtidos foram iden-
tificados como C. coli, confirmando resultados de outras
pesquisas [1,2,21] que também relatam a maior ocorréncia
dessa espécie em suinos.

Tabela 1. Presenca de Campylobacter spp. na granja e no fluxograma de abate de suinos.

Baia Agua inicial Reto? depAilIe)lzseira eviigfasgﬁo iﬁr;iaf?iz Papada Agua final
Positivas®
1 - - ---- ---- --+- ---- -
2 - --+- ---- --+- +--- ---- -
3 - +--- ---- ---+ ---- ---- -
4 - ---- ---- ++-- ++-- ---- -
5 - -+ - ---- ++ - - -—-- ---- -
Negativas
6 - -- - ---- -+ - - ---- -
7 - -+ + ---- ---- ---- ---- -
8 - +--- ---- ---- ---+ ---- -
9 ; - N - - - -
10 - ---- ---- ---- ---- ---- -

“Nas colunas onde aparecem quatro simbolos (+ ou -), cada um corresponde a um suino. A ordem dos animais é¢ a mesma em toda linha. Auséncia de
Campylobacter (-); presenca de Campylobacter (+). "Positivas: baias com presenca de Campylobacter nas amostras de fezes; Negativas: baias com

auséncia de Campylobacter nas amostras de fezes.
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Os isolados obtidos neste estudo foram anali-
sados pela técnica de rep-PCR para avaliar a similari-
dade entre os padrdes de bandas obtidos. Através desta
comparacdo, foi possivel considerar possiveis fontes de
contaminacio das carcagas, identificando a persisténcia
das cepas no decorrer do fluxograma.

Na baia 1, o isolado na granja foi indistinguivel
do isolado do suino 3 obtido antes da entrada na camara
fria. Da mesma forma, na baia 2, a cepa isolada da granja
era similar as cepas do animal 3 obtidas do reto e apds
a evisceracao. Estas constatacdes indicam que a conta-
minagdo teve origem na granja e que as boas praticas
durante o processamento foram falhas, pois os animais
se mantiveram contaminados durante o fluxograma.

Dos animais 1 da baia 3 e 3 da baia 5 foram
obtidos isolados do reto distintos dos isolados da
granja. E possivel que esses animais j estivessem con-
taminados, mas s6 passaram a eliminar a bactéria nas
fezes posteriormente, devido a situagdes de estresse,
como o transporte € o0 jejum, que podem aumentar a
taxa de excre¢do de microrganismos patogé€nicos [16].
Outra possibilidade € que as cepas que esses animais
albergavam nio estivessem presentes nas amostras de
fezes obtidas do chao das baias. Essas consideracdes
também podem explicar o isolamento de C. coli do reto
de animais das baias 6, 7 e 8, que ndo apresentaram o
microrganismo nas amostras da granja, adicionando-se
ainda a possibilidade deque os animais tenham se con-
taminado na granja, posteriormente a coleta das fezes.

Os isolados obtidos do animal 1 da baia 2 antes
da camara fria, do animal 4 da baia 3 apds a evisceracao
e dos animais 1 e 2 da baia4 e 1 e 2 da baia 5 apds a
evisceracdo e antes da camara fria foram todos distintos
dos isolados obtidos na granja, indicando que a fonte
contaminag¢@o teve origem no interior da planta frigorifi-
ca. Embora ndo tenham sido isoladas cepas idénticas de
diferentes animais no fluxograma de abate, a ocorréncia
de contaminacio cruzada dentro do frigorifico, através
do contato com fomites contaminadas por outros animais
ndo pode ser descartada. Por outro lado, a similaridade
entre os isolados do animal 2 da baia 4 obtidos apds a
evisceracdo e na entrada da cdmara fria, assim como
entre os isolados do animal 3 da baia 1obtido na entrada
da cAmara fria e o isolado oriundo da granja, e também
entre os isolados do animal 3 da baia 6 obtidos do reto
e apds a evisceracdo demonstram que a contaminac¢ao
se manteve entre uma etapa e outra e mesmo, no tltimo
caso, durante todo o fluxograma até a chegada a cAmara

fria. Estes resultados indicam que as boas préticas no
manejo higiénico-sanitario adotadas durante o proces-
samento foram falhas.

A auséncia de similaridade entre as cepas isola-
das de baias/lotes diferentes, indica que nao houve per-
sisténcia de cepas tanto na granja quanto no frigorifico.
As coletas foram realizadas no periodo de um ano, tendo
um espagcamento entre elas de pelo menos um més, o
que pode ter influenciado na nio persisténcia da cepa e
possibilitado a entrada de novas estirpes.

Sete (36,8%) amostras coletadas na etapa pos-
-evisceracao apresentaram C. coli. Durante a evisceracio,
o rompimento do intestino pode representar uma fonte de
contaminagdo de carcaca [7], uma vez que a contamina-
cdo acontece, geralmente, a partir da bactéria presente no
contetdo intestinal'. Tecidos linféides de suinos, como
linfonodos, também podem albergar Campylobacter e
a contaminagdo pode ocorrer se as operacdes de evisce-
racdo causarem o rompimento dos mesmos [13]. Outro
fator de risco nesta etapa € a oclusdo do reto mal feita.
A oclusdo do reto ¢ uma etapa que ocorre antes da evis-
ceracdo, com o objetivo de evitar a contaminacao fecal
da carcaga nas etapas posteriores. Consiste em realizar
uma ligadura com linha resistente ou uso de grampos de
aco inoxiddvel [14]. Se nao for bem realizada, esta etapa
pode acarretar em extravasamento do contetdo fecal
durante a evisceracdo, contaminando assim a carcaca.

Cinco carcagas estavam contaminadas com C.
coli imediatamente antes da entrada nas camaras frias.
Campylobacter spp. podem sobreviver, apesar de ndo
conseguirem se multiplicar, em alimentos em tempera-
turas de refrigeracdo (-1 a 5°C) por uma a trés semanas
[9]. Logo, o elevado percentual de isolamentos (26,3%)
obtidos pode representar um problema, uma vez que a
contaminag¢do das carcagas que entram neste setor pode
se manter até o alimento chegar ao consumidor.

Nenhuma amostra de d4gua do tanque de escal-
dagem estava contaminada com C. coli e ndo foram
obtidos isolados nas coletas realizadas ap6s a depila-
deira. O calor aplicado durante a escaldagem, quando
adequado, é capaz de reduzir de forma eficiente os
niveis de bactérias [5].

C. coli ndo foi isolado das amostras de pa-
pada. Este resultado é importante do ponto de vista
higi€nico-sanitdrio, uma vez que a papada € utilizada
como matéria-prima para a producdo de embutidos,
podendo ser considerada potencial fonte de contami-
nagdo destes produtos.
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Nenhum isolado foi positivo para a presenca dos A evisceracdo foi considerada a etapa mais
genes cdt. A presenga destes genes tem sido reportada  critica, devido a0 maior nimero de isolamentos nas
como menos comumem C. coli [18]. Embora alimentos  amostras obtidas logo apds este procedimento, ressal-
contaminados com cepas de Campylobacter spp. sem
a presenca dos genes cdt causem menos danos que os
contaminados com cepas portadoras, a atencdo com a
qualidade higiénico-sanitdria de alimentos deve ser res-
peitada, uma vez que a capacidade da bactéria provocar
sintomatologia independe da producdo da toxina [10].  MANUFACTURERS

tando a importancia dos cuidados de manejo higiénico-
-sanitdrio nesta etapa.

Os genes cdt nao foram encontrados nos iso-
lados obtidos no estudo.
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