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Il Resumo

A cadeia de produgéo suina vem crescendo assim como a exigéncia do fornecimento de produtos de qualidade,
isentos de qualquer risco para os consumidores. A Salmonella spp. representa um risco bioldgico e é apontada como o agente
responsavel por diversos casos de doencas transmitidas por alimentos. O suino é considerado um importante reservatério
de Salmonella spp., 0 que torna imprescindivel o conhecimento da dindmica dessa bactéria em toda a cadeia de producéo
suina. Este trabalho foi realizado com o objetivo de determinar a prevaléncia de Salmonella spp. em suinos abatidos no
Distrito Federal. Para isso, foram coletadas 240 amostras de linfonodos mesentéricos (LM) e 240 swabs de carcaca (SC)
em um abatedouro com inspecgdao distrital. As amostras foram submetidas a PCR (Reacdo em Cadeia de Polimerase) para
deteccéo da bactéria, revelando uma prevaléncia de 68,75% em LM de suinos abatidos e de 29,17% em SC suina. A analise
dos dados obtidos demonstrou que a distancia entre granja de origem e abatedouro apresentou correlagéo positiva moderada
com a prevaléncia de Salmonella spp. em LM de suinos abatidos. Foi constatada, ainda, uma correlagao positiva fraca entre
a prevaléncia de Salmonella spp. em LM de suinos abatidos e a prevaléncia de Salmonella spp. em SC. Esses resultados
apontam a necessidade da implantacao de programas de controle para diminuir a prevaléncia nos animais destinados ao
abate, bem como evitar a contaminagcao cruzada nos estabelecimentos manipuladores de alimentos.

Palavras-chave: Método de diagndstico, Porco, Reacdo em cadeia da polimerase; Bactéria.

Il Abstract

The production of pork has been increasing in recent years as well as the requirement for quality products, free of
any hazard for consumers. Salmonella spp. represents a biological hazard and has been identified worldwide as the agent
responsible for many cases of foodborne diseases. Swine are considered to be an important reservoir of Salmonella spp.
and hence knowledge of the dynamics of the bacteria throughout the pork production chain is essential. The objective of
this study was to determine the prevalence of Salmonella spp. in pigs slaughtered in the Federal District of Brazil. A total of
240 samples of mesenteric lymph nodes (LM) were collected and also 240 carcass swabs (SC), in a slaughterhouse submitted
to official inspection. The samples were subjected to the PCR (Polymerase Chain Reaction) assay for bacterial detection,
revealing a prevalence of 68.75% in the mesenteric lymph nodes of the slaughtered pigs and 29.17% in the SC. Moreover,
the data analysis revealed that the distance between farm and slaughterhouse showed a moderately positive correlation
with the prevalence of Salmonella spp. in the LM of the pigs at slaughter. A low positive correlation was also found between
the prevalence of Salmonella spp. in the LM of the slaughtered pigs and the prevalence of Salmonella spp. in the SC. These
results show the need to implement monitoring programs to reduce the prevalence in the animals sent to slaughterhouses
and to avoid cross-contamination in food establishments.

Keywords: Diagnostic method; Pig; Polymerase chain reaction; Bacteria.
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Il 1 Introducao

A qualidade microbiolégica de carne e seus derivados
pode ser afetada nas diversas fases do processo produtivo,
0 que compromete 0s aspectos relacionados a seguranga
dos alimentos e, consequentemente, causa impactos sobre
a saude publica. Entre 0s micro-organismos importantes
para a qualidade e a seguranca dos alimentos, destaca-se
a Salmonella spp. por estar frequentemente relacionada
a infeccdes alimentares (HURD et al., 2002).

A carne suina tem se mostrado um importante
veiculo de transmissao de Salmonella spp. €, tal fato, tem
preocupado aos que se dedicam a cadeia de producéo
suina. Para conter a disseminagéo desse micro-organismo,
controles sanitarios devem ser implantados para monitorar
a producao animal e a manipulagéo de produtos de origem
suina (SANTOS et al., 2001a; LIMA et al., 2016).

Para tal, torna-se fundamental conhecer informacdes
seguras relacionadas a dindmica desse patdégeno no
processo produtivo, utilizando ferramentas adequadas e
métodos de deteccao cada vez mais sensiveis e especificos
(BESSA et al., 2004; CASTAGNA et al., 2005).

As metodologias mais utilizadas para deteccgéo
de Salmonella spp. sdo 0os métodos bacterioldgicos
convencionais, de cultura e isolamento microbiolégico,
0S ensaios imunolégicos, representados pelos ensaios
imunoenzimaticos baseados na técnica de ELISA (Enzyme
Linked Immunoabsorbent Assay), e os moleculares, que
tém como destaque a PCR - Reacédo em Cadeia da
Polimerase (ANDRADE et al., 2010).

A técnica de PCR demonstra especificidade
devido ao fato de detectar uma regido unica do genoma
bacteriano e elevada sensibilidade na deteccao do
micro-organismo, ja que a amplificacao podera ocorrer a
partir de quantidades reduzidas de DNA (SANTOS et al.,
2001a; OLIVEIRA et al., 2002; CASTAGNA et al., 2005).

No Distrito Federal, ndo ha dados epidemiolégicos
disponiveis sobre a prevaléncia de Salmonellaem rebanhos
e produtos de origem suina. O objetivo deste estudo foi
determinar a prevaléncia de Salmonella spp. em linfonodos
mesentéricos (LM) e swabs de carcaca (SC) de suinos
provenientes de diferentes locais do Distrito Federal, Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul abatidos em um frigorifico
do DF, por meio do método de PCR, e disponibilizar esses
dados para auxiliar na implantacéo de programas de
controle higiénico-sanitarios.

I 2 Material e métodos

A coleta das amostras foi realizada nos meses de
outubro e novembro de 2011 e fevereiro e marco de 2012.
O numero de amostras foi calculado pelo programa EPI INFO,
fornecendo os seguintes parametros: nimero de animais
abatidos sob inspecdao distrital no DF (76.500 animais/ano),
prevaléncia estimada (10%) e intervalo de confianca
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de 95%, considerando o nivel de confianca de 99%.
Dessa forma, foram coletadas 240 amostras de LM e
240 amostras SC, totalizando 480 amostras.

Amostras de LM de onze lotes de suinos, oriundos
do Distrito Federal e dos Estados do Mato Grosso (MT)
e Mato Grosso do Sul (MS), e SC dos animais apés o
processo de abate foram coletados em um abatedouro
localizado no DF, registrado no Servigco de Inspecao
Distrital. Cada lote foi coletado em um dia.

De cada animal foi retirado o trato gastrointestinal,
colocado em bandeja individual e levado a um local anexo
a linha de abate, onde foi realizada a retirada da cadeia
de LM. A coleta das amostras foi realizada de forma
aleatdria. Apés a coleta, as amostras foram identificadas,
acondicionadas em sacos plasticos individuais estéreis
e conservadas sob refrigeracédo, em caixa térmica com
gelo, durante o transporte até o laboratério, onde foram
processadas no mesmo dia.

Apdbs o procedimento de abate e antes do processo
de resfriamento, amostras de SC foram coletadas de
forma aleatéria. Swab esterilizado foi friccionado nos
sentidos vertical e horizontal sobre uma superficie de
aproximadamente 100 cm? nas regiées do membro
posterior (medial) e abdémen (lateral). As amostras
foram identificadas, mantidas sob refrigeragdo durante o
transporte até o laboratério e processadas no mesmo dia.

As amostras de LM passaram por uma dissecacao
com retirada de tecidos adjacentes. Apds, as amostras
foram pesadas (20 g) e realizada uma descontaminacao
da superficie do LM dissecado por meio de flambagem.
Essas amostras foram fracionadas em pequenos fragmentos
e encaminhadas para a etapa de pré-enriquecimento néo
seletivo (200 mL de agua peptonada tamponada 1% — APT)
no Laboratorio de Microbiologia da UPIS (Uni&o Pioneira
de Integracao Social). As amostras de SC tiveram suas
hastes retiradas e o0 segmento preservado foi encaminhado
para a etapa de pré-enriquecimento nao seletivo (10 mL
de 4gua peptonada tamponada 1% - APT). A incubacao foi
realizada a 37 °C por 18h a 24h em estufa bacteriolégica
no Laboratério de Microbiologia da UPIS.

Para o enriquecimento seletivo, as amostras
pré-enriquecidas foram homogeneizadas e, em seguida,
uma aliquota de 0,1 mL de APT de cada amostra (LM e SC)
foi adicionada a 9,9 mL do caldo Rappaport-Vassiliadis
(CRV) e incubada a 37 °C por 24h. Apos a incubagéo,
1 mL de CRV foi separado para extragdo de DNA.

As amostras foram submetidas a extracédo de
DNA no Laboratério de Biologia Molecular da UPIS por
tratamento térmico, conforme metodologia adaptada de
Santos et al. (2001b). Paraisso, amostras de 1 mL de CRV
foram centrifugadas a 3200 g por 4 min e 0 sobrenadante
foi descartado. O sedimento foi entdo ressuspenso em
1 mL de tampé&o Tris-EDTA (Tampéo de lise: 10 mM de
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Tris-HCI (pH 8,0); 100 mM de NaCl; 1 mM de EDTA;
Dodecil Sulfato de Sédio — SDS 1%) e submetido a uma
nova centrifugacao, sendo esse processo repetido duas
vezes. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e,
por fim, o sedimento novamente ressuspenso em 100 pL
de tampdao Tris-EDTA, incubando a 100 °C por 3 min
para lise bacteriana. Depois da incubagéo, as amostras
foram centrifugadas a 3.200 g por 4 min, apds o qual o
sobrenadante foi removido e utilizado imediatamente para
PCR ou armazenado a -20 °C.

Para a reacdo de PCR, foram utilizados os
primers 139 (5’GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAAT) e
141 (5 TCATCGCACCGTCAAAGGAACCS’), que amplificam
um fragmento de 284 pb do gene invA de Salmonella spp.
(GALAN et al., 1992; RAHN et al., 1992). Esse fragmento
é comum para todos os membros do género Salmonella e
ausente em outros géneros. A PCR foi realizada utilizando
2 L de amostra, 2,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs, 0,5 uM
de primer 139 e primer 141 e 1 U de Tag DNA Polymerase
(Fermentas®), em um volume final de 25 pL. As reacbes
foram realizadas em um termociclador T-100 Thermal
Cycler Bio-Rad® usando as condicées determinadas por
Oliveira et al. (2002) com adaptacées, de acordo com o
seguinte protocolo: desnaturagdo inicial a 94 °C por 5 min,
seguindo por 35 ciclos de desnaturacao a 94 °C por 30 s,
anelamento do primer a 55 °C por 30 s e uma extenséo
a 72 °C por 30 s e uma extensdo final a 72 °C por 7 min
em termociclador. Os produtos da amplificagdo foram
separados por eletroforese em gel de agarose a 1,2%
contendo brometo de etidio, e utilizando um marcador
molecular de 100 pb, os fragmentos amplificados foram
visualizados em fotodocumentador EagleEye Il Stratagene®.

Umisolado clinico de Salmonella spp. do Laboratério
de Bacteriologia da UPIS foi utilizado como controle

positivo. Como controle negativo foi utilizada agua
purificada MilliQ, sendo tratadas da mesma forma, como
as demais amostras.

Os dados de prevaléncia de Salmonella spp. em
LM de sufnos abatidos e em SC constatados neste estudo
foram analisados por meio de estatistica descritiva,
utilizando o programa SAS Enterprise Guide. Os testes
de correlagdo foram realizados segundo procedimento
descrito por Santos (2007).

I 3 Resultados e discussao

O género Salmonella possui caracteristicas
peculiares que o tornam um patdégeno bastante ofensivo
para o homem. Os suinos, por sua vez, sdo considerados
importantes reservatérios de Salmonella spp., funcionando
como fonte de infeccdo para o humano de forma direta,
devido a eliminacéo do agente nas fezes, ou indireta,
por contaminacao cruzada entre manipuladores ou
equipamentos contaminados e carcacas ou produtos
derivados (KICH et al., 2005; LIMA et al., 2016).

Nesse contexto, a determinacao da prevaléncia de
Salmonella spp. em suinos destinados ao abate torna-se
uma ferramenta imprescindivel, pois disponibiliza dados
epidemioldgicos que poderao ser utilizados por programas
de controle sanitario, evitando a chegada de animais
portadores aos abatedouros.

No presente estudo, a analise das amostras de LM
dos suinos abatidos no DF revelou uma prevaléncia de
68,75%, constatada pela identificagéo de Salmonella spp.
em 165 amostras de um total de 240, através de deteccéo
molecular pela técnica de PCR. Avaliando separadamente
a prevaléncia por lotes, o indice variou entre 28,57% e
100%, conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Prevaléncia de Salmonella spp. em linfonodos mesentéricos de suinos abatidos no DF por distancia aproximada entre
a cidade de origem e abatedouro.

1 Poxoreo MT
2 Dourados MS
3 Poxoreo MT
4 Brasilia DF
5 Brasilia / Tapurah DF / MT
6 Brasilia DF
7 Brasilia / Prim do Leste DF / MT
8 Brasilia / Prim do Leste DF / MT
9 Campo Verde MT
10 Campo Verde MT
11 Brasilia DF
Total

Distancia .
. Nuamero de
aproximada Prevaléncia
amostras
(km)*
805 22 68,18%
1217 19 100,00%
805 20 70,00%
100 21 28,57%
- 13 69,23%
100 21 38,10%
- 21 66,67%
- 21 95,24%
863 20 55,00%
863 21 90,48%
100 41 73,17%
240 68,75

*O calculo da distancia aproximada foi realizado por rota tragada no Google Maps (2013).
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Verificou-se uma grande variacdo nos indices de
prevaléncia de Salmonella spp. em suinos, no Brasil. Estudos
demonstram prevaléncias variando de 16,6% (SILVA et al.,
2009) a 83,33% (CASTAGNA et al., 2004), utilizando
métodos bacteriolégicos convencionais. Essa variacdo
ocorre devido aos fatores regionais, manejo, animais € ao
tipo de exploragéo utilizada. Também acarreta variagdes
os diferentes métodos de deteccéo e os tipos de amostras
analisadas, que apresentam resultados sob diferentes
niveis de sensibilidade e especificidade para a bactéria
pesquisada (BESSA et al., 2004; SILVA et al., 2009).

A elevada sensibilidade da técnica empregada
neste estudo pode ter influenciado nos elevados indices
de portadores detectados. Estudos comparativos
demonstram a maior especificidade e sensibilidade da
PCR em relacé&o as técnicas convencionais (FRATAMICO,
2003; CASTAGNA et al., 2005; IBRAHIM et al., 2014).

No presente estudo, na analise do fator transporte
sobre a prevaléncia de Salmonella spp. nos suinos
destinados ao abate, tendo como base a distancia
entre a granja de origem dos animais e abatedouro e a
prevaléncia encontrada, foi constatada uma correlacéo
positiva moderada (r = 0,7). Para tal avaliacao, os lotes
5, 7 e 8 foram excluidos, uma vez que eram lotes mistos
formados por animais com duas origens. A correlacao
verificada sugere que a prevaléncia encontrada tende
a ser maior quanto maior for a distancia do transporte
(Tabela 1).

Segundo Machado (2014), ainfeccéo de lotes suinos
pode ocorrer em qualquer fase da criagéo e a principal
forma de infec¢do é fecal-oral, podendo a bactéria se
alojar nos linfonodos e ser excretada quando o animal
for submetido a um fator estressante, como o transporte,
contaminando outros animais do mesmo ambiente.

A constatacdo de altos indices de prevaléncia
de Salmonella spp. em suinos destinados ao abate é
preocupante do ponto de vista sanitario, uma vez que
a chegada de suinos portadores aos abatedouros pode
resultar em contaminacdo cruzada (CASTAGNA et al.,
2004; DANTAS, 2014).

Para avaliar a contaminacédo das carcacas dos
animais utilizados neste estudo, foram realizadas
analises de SC. A contaminacao foi constatada por meio
da presenca de Salmonella spp. em 70 amostras das
240 analisadas (29,17%). Na avaliagdo segmentada por
lotes, a prevaléncia variou de 14,29% a 65%, conforme
relacionado na Tabela 2.

A prevaléncia observada neste estudo apresenta-se
elevada quando comparada aos estudos disponiveis
em outras regides do pals. Em S&o Paulo, Teixeira
(2006) analisou SC utilizando um método bacteriolégico
convencional e um ensaio imunoenzimatico. Os resultados
apontaram a presenca de Salmonella spp. em 2,19%
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Tabela 2. Prevaléncia de Salmonella spp. em swabs de carcacga
de suinos abatidos no DF.

Lote Quantidade amostra Prevaléncia (%)
1 19 15,79
2 23 34,78
3 19 21,05
4 21 14,29
5 13 23,08
6 21 19,05
7 21 52,38
8 21 28,57
9 20 65,00
10 21 33,33
11 41 19,51

Total 240 29,17

e 12,08% das carcacas analisadas, respectivamente.
Ja em Santa Catarina, Seixas et al. (2009) pesquisaram
a presenca de Salmonella spp. em carcacas suinas em
varios pontos da linha de abate, desde a escaldagem
e depilagdo até a lavagem da carcaca. Nesse estudo,
que utilizou uma técnica bacteriolégica convencional
para deteccao, a bactéria péde ser isolada em 9,72%
das amostras de SC. Neitzke et al. (2017), a partir da
analise microbioldgica, obtiveram uma frequéncia total
de isolamento de Salmonella sp. igual a 7,75% do total
de amostras, em um frigorifico do Estado do Rio Grande
do Sul, no periodo de abril a agosto de 2014.

Assim como na prevaléncia de Salmonella spp.
em suinos destinados ao abate, existe uma grande
variacdo nos indices encontrados na literatura mundial
relacionados a contaminacao cruzada dos produtos.
Tal fato também parece estar relacionado aos diferentes
métodos de deteccao e tipos de amostras utilizadas, assim
como ao variado indice de portadores que adentram ao
abatedouro durante o processo produtivo (BESSA et al.,
2004; SILVA et al., 2009; DANTAS, 2014).

Na avaliacédo dos indices de positividade encontrados
neste estudo, a alta prevaléncia de Salmonella spp. nos
sufnos destinados ao abate parece ter contribuido para o
indice elevado de contaminacao cruzada nas carcacas,
que apresentou uma correlacéo positiva fraca (r = 0,2) entre
a prevaléncia de Salmonella spp. em LM e a prevaléncia
de Salmonella spp. em SC.

Segundo Castagna et al. (2004), em situagdes em
que existe a entrada constante de animais positivos na
linha de abate, torna-se muito dificil evitar a contaminacgéo.

Ao mesmo tempo, falhas na execucéo das boas
préticas de fabricagao de produtos de origem animal também
colaboram para altos niveis de contaminag&o. Segundo
Seixas et al. (2009), o isolamento de Salmonella spp.
apos o processo de abate pode estar relacionado a
contaminacado cruzada nas etapas de escaldagem,
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depilacdo e evisceragao, além da contaminacao por
facas e/ou manipuladores que ndo seguem as medidas
preconizadas pelas boas praticas de fabricacao.

A determinacao da prevaléncia de Salmonella spp.
em suinos abatidos no DF é um dado epidemiolégico
de relevancia, pois contribui para a analise da dinamica
desse micro-organismo na cadeia de producao regional de
suinos, tendo em vista que esses animais séo considerados
como reservatoérios desse patdogeno. Essa informacéo
reforgca a necessidade do controle da Salmonella spp.,
desde as granjas de criacdo até a expedicéo do produto
final, uma vez que, além dos prejuizos causados por
esse agente na produtividade do rebanho, a introducgéo
de portadores pode aumentar o risco de contaminagéo
do produto final e, consequentemente, 0s numeros de
individuos acometidos pela infec¢éo.

Il 4 Conclusdes

Os resultados obtidos revelaram uma prevaléncia média
de 68,75% e 29,17% de Salmonella spp., respectivamente,
em linfonodos e carcaca de suinos avaliados neste
trabalho. O indice de prevaléncia da Salmonella spp. em
LM apresentou correlagao positiva moderada em relagdo
a distancia entre a granja de origem e o abatedouro e
correlacéo positiva fraca com SC. A notificacdo dos dados
de prevaléncia de Salmonella spp. em suinos destinados
ao abate no DF, somados aos disponiveis em outros
Estados, contribui para direcionar esforcos na aplicacédo
rigorosa de programas de controle higiénico-sanitario
nos abatedouros e entrepostos, de forma a garantir a
seguranca dos alimentos da carne de origem suina e de
seus derivados.
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