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Pocilgas de espera como fonte de contaminacao por Staphylococcus
coagulase positiva de suinos destinados ao abate

Holding Pens as Sources of Contamination of Coagulase-Positive Staphylococcus to Pigs Waiting for Slaughter

Lauren Machado Moreira, Alana Borges Tavares, Celina Nunes Ebersol, Thais Goncalves Goncalves,
Helenice Gonzalez de Lima, Natacha Deboni Cereser & Claudio Dias Timm

ABSTRACT

Background: Coagulase-Positive Staphylococcus (SCP) are important pathogens related to foodborne illness associated
with pork consumption. The isolation of SCP from pork products has been reported in several countries, including Brazil.
Therefore, the identification of the sources of contamination of the pork products is fundamental to ensure the food safety.
Although the animals remain in the holding pens during the pre-slaughter, these facilities have not been studied as a pos-
sible source of contamination for pigs. The aim of this study was to determine the importance of holding pens as sources
of contamination of SCP to pigs and to identify other sources in the slaughter flowchart.

Materials, Methods & Results: It was followed four pigs from ten different lots sent to slaughter. Prior to slaughter, samples
were collected from the floors of the holding pens in the slaughterhouse. During slaughter, samples from seven different
points were collected: 1) stool from the rectum immediately after stunning; 2) external surface of the carcass after dehair-
ing; 3) internal surface of the carcass after evisceration; 4) external surface of the half-carcass prior to entry into the cold
chamber; 5) tongue surface; 6) jowls; and 7) mesenteric lymph nodes. The strains were obtained through microbiological
analysis. To compare the similarity between the strains, rep-PCR was performed. Of the ten samples collected in the hold-
ing pens, four (40%) were contaminated with SCP. At slaughter, 280 samples were collected and 56 (20%) SCP isolates
were obtained. The lymph nodes were the point of greatest isolation (19.6%), followed by the surface of the carcass at
the entrance to the cold chamber (17.8%), the rectum after desensitization (16.1%), carcass surface after opening of the
abdominal cavity (16.1%), jowls (12.5%), carcass surface after dehairing (8.9%) and tongue surface (8.9%). In the rep-
PCR analysis, isolates with indistinguishable band pattern were observed involving both those obtained on the holding
pens and at different points in the slaughtering flowchart.

Discussion: The holding pens contamination may have occurred due to hygiene failure after leaving lots with pigs harbor-
ing SCP. Considering that the recommendation, in view of animal welfare, is to use anti-slip material in the pens floor, it
may be difficult to clean this area due to roughness in the concrete, which would allow the microorganisms remain in the
place. Some studies have reported the presence of S. aureus in pigs from finishing farms, demonstrating that these animals
may be harboring this bacterium in the gastrointestinal tract when sent to slaughter, excreting it in the pens during wait-
ing in the slaughterhouse. Some strains isolated from tongue, rectum and lymph nodes were considered indistinguishable
by rep-PCR from the strains isolated from the holding dump, what demonstrate that the holding pens act as an important
source of SCP contamination for the pigs that will be slaughtered. The results show that the period in which the animals
remain in the holding pens during pre-slaughter is sufficient for the pigs to be contaminated with SCP, the microorgan-
isms to settle in the mesenteric lymph nodes and the animals excrete these bacteria in the feces. The persistence of the
contamination to the end products is a possibility, since strains isolated from stool samples were also isolated from other
points in the slaughter flowchart, including the carcass. It can be concluded that the holding pens are important sources of
SCP contamination for the swine, which once contaminated, can disseminate the microorganism in the slaughter flowchart
through the feces, mesenteric lymph nodes and oral cavity. This is the first study in Brazil that shows that the holding pens
are important sources of SCP contamination for pigs sent to slaughter.

Keywords: cross contamination; public health, slaughterhouse, swine breeding.
Descritores: contaminagio cruzada; satide publica, abatedouro-frigorifico, suinocultura.

http://dx.doi.org/10.22456,/1679-9216.84208
Received: 11 March 2018 Accepted: 10 July 2018 Published: 23 August 2018

Inspecao de Produtos de Origem Animal, Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Pelotas, RS, Brazil. CORRESPONDENCE: C.D. Timm [timm @ufpel.tche.
br - Tel.: +55 (53) 32757216]. Inspe¢io de Produtos de Origem Animal, UFPel. Campus Capao do Ledo, prédio 34. CEP 96160-000 Capdo do Ledo, RS, Brazil.


https://core.ac.uk/display/303977284?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

L.M. Moreira, A.B.Tavares, C.N. Ebersol, et al.2018. Pocilgas de espera como fonte de contaminacao por Staphylococcus

coaqgulase positiva de suinos destinados ao abate.

Acta Scientiae Veterinariae. 46: 1579.

INTRODUCAO

As bactérias do género Staphylococcus po-
dem ser divididas de acordo com a sua capacidade de
produzir a enzima coagulase. Aquelas consideradas
Staphylococcus coagulase positiva (SCP) destacam-se
por estarem comumente associadas a intoxicagdes de
origem alimentar [6]. A disseminagdo destas bactérias
nos produtos cirneos pode ocorrer durante o processo
de abate, através da contaminagdo da carcaga e da
superficie de contato de equipamentos e utensilios
contaminados por animais ou humanos portadores [16].

Em decorréncia do fluxograma de abate de sui-
nos oferecer inlimeras oportunidades de contaminacao
da carcaga, uma vez que ha manipulagdo em diversas
etapas do processo, o isolamento de SCP de produtos
suinos tem sido reportado em diversos paises [1,17,21],
inclusive no Brasil [11,13]. Portanto, a identificagio
das fontes de contaminacdo dos produtos suinos é fun-
damental para o controle da sua inocuidade, de forma
a ndo oferecerem perigo a satde publica.

Embora os animais permanecam nas pocilgas
de espera durante o periodo de jejum e dieta hidrica do
pré-abate, estas instalacdes nao tém sido estudadas como
possivel fonte de contaminaco para os suinos. Essa hipd-
tese, embora plausivel, ainda carecia de comprovacao.

Considerando que os suinos podem albergar
SCP no trato gastrointestinal e a importancia dessas
bactérias para a saide ptiblica, o objetivo deste trabalho
foi determinar a importancia das pocilgas de espera
como fontes de contaminacao dos suinos e identificar
outras fontes no fluxograma de abate.

MATERIAIS E METODOS

Coleta das amostras

Suinos de 10 lotes encaminhados para um abat-
edouro-frigorifico legalmente estabelecido, cadastrado
e inspecionado pela Secretaria da Agricultura, Pecudria
e Irrigacdo do Rio Grande do Sul foram acompanhados
durante o abate. No dia anterior a chegada dos animais ao
abatedouro, foram coletadas amostras do piso das pocilgas
de espera, onde se caminhava em diferentes dire¢des com
o uso de propés descartaveis, nos quais foram friccionadas
zaragatoas estéreis para coleta de material.

No momento do abate, foram acompanhados
quatro animais de cada lote, selecionados aleatoria-
mente, os quais foram marcados e diferenciados dos
demais e entre si. Destes animais, foram coletadas

amostras de sete diferentes pontos do fluxograma:
1) fezes diretamente do reto, apds a insensibilizacao,
através da introducdo de zaragatoa estéril; 2) superficie
externa da carcaga apds a passagem pela depiladeira,
através de friccdo de zaragatoa estéril em uma érea
de 100 cm? delimitada por gabarito de aco inoxidavel
estéril, a 15 cm da linha do dorso, a partir da quinta
costela; 3) superficie interna da carcaca apos a abertura
da cavidade abdominal, através de zaragatoa estéril
em uma drea de 100 cm? delimitada por gabarito de
aco inoxidavel estéril, a 10 cm das articulacdes das
costelas com as vértebras, a partir da quinta costela; 4)
superficie externa da meia-carcaga antes da entrada na
camara fria, através de zaragatoa estéril em uma area
de 100 cm? delimitada por gabarito de aco inoxidavel
estéril, a 15 cm da linha do dorso, a partir da quinta
costela; 5) superficie da lingua, ap6s a desarticulagio
da cabeca, através de friccdo de zaragatoa estéril; 6)
superficie interna da papada, através de fric¢do de
zaragatoa estéril; 7) superficie interna dos linfonodos
mesentéricos, retirados integros e assepticamente in-
cisados longitudinalmente com faca estéril, através de
friccdo de zaragatoas estéreis em trés pontos diferentes
da superficie de corte. Imediatamente apds a coleta, as
amostras foram encaminhadas para andlise em meio
de transporte Cary Blair' acondicionadas em caixas
isotérmicas com gelo.

Obtengdo dos isolados

Para a pesquisa de SCP, as zaragatoas con-
tendo as amostras foram semeadas por esgotamento
em Agar Baird-Parker? e incubadas a 37°C por 48 h.
Apés o periodo de incubacio, trés colonias tipicas e
trés colonias atipicas foram semeadas em Infusdo de
Cérebro e Coragdo (BHI)! e incubadas a 37°C por 24
h para posterior prova da coagulase, que consistiu na
adi¢do de 0,3 mL da cultura a 0,3 mL de plasma de
coelho, incubados por seis horas a 37°C. Os isolados
capazes de coagular o plasma de coelho foram consid-
erados positivos [2].

Extracdo do DNA

O DNA dos isolados suspeitos de SCP foi ex-
traido conforme [20]. O pellet obtido por centrifugacio
de 1 mL de cultura em BHI foi ressuspendido em 100
uL de tampao STES [Tris-HCI 0,2 M, NaCl 0,5 M,
SDS 0,1% (m/v), EDTA 0,01 M, pH 7,6]. Ap6s, foram
adicionados 50 pL. de pérolas de vidro e 100 pL de
fenol/cloroférmio. Apés homogeneizacio por 1 min,
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a mistura foi centrifugada a 13.000 g por 5 min. O
sobrenadante foi coletado e precipitado em 2 volumes
de etanol absoluto e 0,1 volume de NaCl 5 M a -70
°C por 30 min. Uma nova centrifugacdo foi realizada
a 13.000 g por 20 min, e o sobrenadante descartado.
Entio, o pellet foi lavado com etanol a 70%. Por fim, a
eluicdo foi feita em 40 pL. de tampao de eluicdo (Tris-
HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4). O DNA extraido
foi estocado a -70°C.

Perfis moleculares

Para comparagdo dos perfis moleculares de
SCP foi realizada rep-PCR, utilizando o primer (GTG),
[22]. As condigdes da rep-PCR foram as seguintes: 2,5
uL de DNA, 2 uL. do primer (5’-GTGGTGGTGGTG-
GTG-3’), 12,5 uLL de Master Mix® e 8 uL. de dgua para
completar o volume da reacdo. Para a amplificacio
foram realizados um ciclo de 94°C por 5 min, 30
ciclos subsequentes de 95°C por 30 s, 45°C por 1 min
e 60°C por 5 min, e finalmente um ciclo de 60°C por
16 min. Para a visualiza¢do dos padrdes de banda
das diferentes regides amplificadas na rep-PCR, foi
realizada eletroforese em gel de agarose 2%.

RESULTADOS

Das dez amostras coletadas nas pocilgas de
espera, quatro (40%) estavam contaminadas com SCP.
Durante o abate, 280 amostras foram coletadas e foram

obtidos 56 (20%) isolados de SCP. Os linfonodos foram
o ponto de maior isolamento (19,6%), seguidos da su-
perficie da carcaga na entrada na camara fria (17,8%),
do reto apds a insensibilizacdo (16,1%), superficie
da carcaga apds a abertura da cavidade abdominal
(16,1%), papada (12,5%), superficie da carcaca ap6s
adepiladeira (8,9%) e superficie da lingua (8,9%) (Ta-
bela 1). Na andlise pela rep-PCR, observaram-se isola-
dos com padrio de bandas indistinguivel envolvendo
tanto aqueles obtidos na pocilga de espera quanto em
diferentes pontos do fluxograma, conforme mostrado
na Tabela 1. Embora haja limita¢des na técnica de rep-
PCR, assim como em qualquer teste baseado em pa-
drdes de bandas, os resultados obtidos com este tipo de
método t&m sido considerados vdlidos para estudos de
comparacdo de cepas, sem que seja obrigatoriamente
necessdrio o sequenciamento do DNA dos isolados.

DISCUSSAO

A contaminacao das pocilgas de espera por SCP
pode ter ocorrido devido a falhas na higienizacio apds
a safda de lotes com suinos que albergavam SCP. Con-
siderando que a recomendacio, em vista do bem-estar
animal, é que o piso das pocilgas seja de material anti-
derrapante [10], pode haver dificuldade na higienizacio
desta area devido a reentrancias presentes no concreto,
0 que permitiria a permanéncia dos micro-organismos
no local [3]. Outro fator importante a se considerar é a

Tabela 1. Presenca de Staphylococcus coagulase positiva no fluxograma de abate de suinos.

Lote Pocilga Reto* PD PE EC  Lingua Papada Linfonodos
de espera
1 +2 B e I S S SR ----
2 +0 i T o ok e I b L R e S s
3 +° i e o +--+ -4+ ---- ----
4 - ---- T S e T R +---
5 - e e e A s S SR I R S
6 +d e S T +4- -
7 - ---- e R L +&- - -
8 - oo eeee ool il -
9 - oo deee el -
10 - e T ----

*Nas colunas onde aparecem quatro simbolos (+ ou -), cada um corresponde a um suino. A ordem dos animais € a mesma
em toda a linha. PD = pds-depiladeira; PE = pds-evisceragdo; EC = entrada na cdmara fria. (-) Auséncia de Staphylococcus
coagulase positiva; (+) presenca de Staphylococcus coagulase positiva (+). Letras iguais ao lado dos simbolos significam

que as cepas foram indistinguiveis na rep-PCR.
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capacidade de algumas cepas de SCP produzirem bio-
filmes, o que permitiria a persisténcia e resisténcia das
mesmas a a¢ao dos sanitizantes [4]. Alguns estudos t&ém
relatado a presenca de S. aureus em suinos de granjas
de terminagao, demonstrando que estes animais podem
estar albergando esta bactéria no trato gastrointestinal
quando enviados ao abate [7,12], excretando-a nas po-
cilgas durante a espera no abatedouro.

Através da rep-PCR, observou-se que cepas
isoladas de lingua, reto e linfonodos foram conside-
radas indistinguiveis de cepas isoladas na pocilga de
espera. Foi possivel demonstrar que as pocilgas de
espera atuam como importante fonte de contaminagao
de SCP para os suinos que serdo abatidos. Os resultados
mostram que o periodo de jejum e dieta hidrica em que
0s animais permanecem nas pocilgas de espera durante
o pré-abate, o qual variou de 8 a 12 h, € suficiente para
que os suinos se contaminem com SCP, os micro-orga-
nismos se instalem nos linfonodos mesentéricos e os
animais passem a excretar estas bactérias nas fezes. No
nosso estudo, estas cepas nao foram identificadas em
outros pontos de coleta de amostras do fluxograma de
abate. Entretanto, a persisténcia da contaminacao até
os produtos finais € uma possibilidade, uma vez que
cepas isoladas de amostras de fezes foram isoladas
também de outros pontos do fluxograma, inclusive da
carcaca, como discutido a seguir.

Ao serem analisados os isolados das carcagas pela
rep-PCR, verificou-se que, no lote 2, o suino 4 apresentou
na superficie da carcaca antes da entrada na camara fria
uma cepa indistinguivel do isolado obtido a partir do reto
do animal 1, indicando que houve contaminagao cruzada
entre os animais e que as medidas adotadas durante o
fluxograma que visam a diminui¢cdo ou eliminagdo de
bactérias foram falhas, uma vez que o suino chegou ao
final da linha de abate contaminado. Da mesma forma,
ao comparar os padroes de banda dos isolados obtidos
do lote 7, foi possivel identificar as cepas dos linfonodos
mesentéricos do animal 1 e da papada e carcaga antes da
entrada na camara fria do animal 2 como indistinguiveis
entre si. Estes achados também demonstram que houve
contaminacao cruzada, possivelmente através de utensilios
ou equipamentos mal higienizados durante as operagdes
entre um animal e outro.

No lote 3, trés animais apresentaram cepas
indistinguiveis entre si. O animal 1 apresentou um
isolado na superficie da carcaca apds a depiladeira, o
animal 3 na superficie da carcaca apds a evisceracao

e o animal 4 no reto apds a insensibilizacdo. Estes
resultados sdo indicativos de que ao excretar SCP
nas pocilgas de espera, o proprio animal 4 tenha sido
responsdvel pela contaminagdo dos animais 1 e 3 e
que os procedimentos de manejo higi€nico-sanitdrio
do frigorifico foram inadequados, permitindo a persis-
téncia da bactéria na linha de abate.

Quanto ao lote 5, a cepa isolada nos linfonodos
mesentéricos do animal 4 era indistinguivel do isolado
obtido na carcaga apds a evisceracao deste mesmo sui-
no, sugerindo que o procedimento de evisceracio possa
ndo ter sido realizado de forma correta, podendo ter
ocorrido o rompimento dos linfonodos que acabaram
por contaminar a superficie interna da carcaga. Outro
fato a se considerar € o risco de haver a contaminacio
de outras partes da carcaga no momento da incisao dos
linfonodos para inspecao, através de utensilios de corte
mal higienizados [15].

Seis suinos que estavam excretando SCP no
momento do abate albergavam cepas distintas daquelas
isoladas das pocilgas de espera antes da entrada dos
lotes nestas instalagcdes ou passaram pelas pocilgas
quando destas nao foram obtidos isolados de SCP,
indicando que estes animais jd estavam contaminados.
A presenga destas bactérias no reto dos animais de-
monstra a possibilidade do préprio suino contaminado
ser fonte de contaminagio para os manipuladores, os
equipamentos e os utensilios utilizados durante as
operacdes, podendo resultar na contaminagao cruzada
de outras carcagas [14].

Na etapa ap6s a depiladeira, foram obtidos
cinco isolados (8,9%). A etapa de escaldagem, quando
realizada adequadamente, além de facilitar a retirada
dos pelos, pode contribuir para a diminui¢cdo da car-
ga microbiana presente na pele. No entanto, a etapa
subsequente de depilacdo é um ponto critico para a
contaminacdo da carcaca com bactérias provenientes da
boca, narinas e trato gastrointestinal de suinos contami-
nados [8]. No nosso estudo, quatro das cepas isoladas
nesta etapa apresentaram perfil de bandas distintos de
qualquer outro isolado obtido, indicando que a conta-
minacao teve origem dentro da planta do frigorifico.

Na etapa apos a abertura da cavidade abdomi-
nal, nove isolados (16,1%) foram identificados, dos
quais sete tiveram seus padrdes de bandas diferentes
dos demais, indicando que houve contaminagao cruza-
da. Pode haver uma maior ocorréncia de SCP em etapas
posteriores ao chamuscamento, como a evisceracao,
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devido a intensa manipulagado das carcacas por colabo-
radores que podem ser portadores assintomaticos deste
patégeno [11]. Outra possibilidade de contaminacio
¢ através do uso de facas e ganchos mal higienizados
durante a operagdo de evisceragdo entre um animal
portador e outro. No frigorifico acompanhado, a oclu-
s@o do reto € realizada apenas com o uso de lacre de
nylon, o que pode ter contribuido para a contaminag¢ao
do manipulador ou de utensilios utilizados no momento
da evisceracdo, considerando a possibilidade de ter
havido derramamento de material fecal no momento da
colocagdo do lacre. J4 foi demonstrado que a utilizagao
de saco pléstico na oclusao do reto é a melhor forma de
evitar contaminagdo durante a evisceragao [9].
Foram obtidos cinco isolados (8,9%) da lingua
e sete (12,5%) da papada. Estes resultados revestem-se
de importancia, pois estes cortes sdo utilizados como
matéria-prima na elaboracdo de embutidos e outros
subprodutos, os quais tém sido objeto de isolamento
de SCP por outros autores [18,19], bem como tém sido
implicados em casos de DTA no Rio Grande do Sul [23].
Os linfonodos atuam como barreira priméaria as
infec¢des, podendo os suinos ser portadores assintoma-
ticos de SCP [5] quando enviados ao abate, chegando
ao abatedouro ja contaminados. No entanto, a presenca
desta bactéria em tecidos linfoides de suinos tem sido
pouco estudada. Em nosso estudo, os linfonodos foram
o ponto com maior percentual de isolados, sendo 11
(18,96%) identificados como SCP, dos quais sete foram
considerados diferentes das demais cepas isoladas.
Antes da entrada da carcaca na camara fria,
foram obtidos dez (17,85%) isolados, dos quais sete
foram diferentes das cepas isoladas nos outros pontos,
indicando que possivelmente a contaminagdo destas
carcacas se deu apds o uso de utensilios contaminados

ou apds a manipulacdo das carcacgas por colaboradores
portadores. A presenca de SCP neste ponto € um fato
importante a ser considerado, pois esta ¢ a tiltima etapa
do abate onde medidas de controle podem ser adotadas
antes da destinag@o do produto ao mercado. Estes resul-
tados demonstram que as boas praticas adotadas pelo
estabelecimento nao foram suficientes para eliminar
0 micro-organismo ao longo do fluxograma de abate.
Embora o perigo para o consumidor exista
quando as contagens de SCP ultrapassem determinados
limites quantitativos, a presenca de SCP em diferentes
partes do suino e em varios pontos do fluxograma de
abate constitui um risco de que os microrganismos
alcancem populagdes inaceitdveis no alimento.

CONCLUSOES

As pocilgas de espera em abatedouros-frigorifi-
cos sdo importantes fontes de contaminacdo de SCP em
suinos enviados ao abate. Os préprios animais que chegam
ao abatedouro ja portadores de SCP também constituem
potenciais fontes de contaminacdo através das fezes, dos
linfonodos mesentéricos e da cavidade oral.

Os linfonodos foram o ponto de maior isola-
mento de SCP nos suinos, seguido da entrada na ca-
mara fria, que acaba sendo um ponto critico, pois esta
¢ a ultima etapa do fluxograma antes do produto ser
destinado ao consumidor.
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