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AVALIAGAO DOS CONTROLES MICROBIOLOGICOS E DO PROGRAMA DE
REDUGAO DE PATOGENOS NO ABATE DE BOVINOS.

RESUMO - Este trabalho teve por finalidade avaliar o resultado dos controles
ambientais e operacionais, rotineiros e derivados do plano APPCC — Analise de Perigos
e Pontos Criticos de Controle, aplicados ao abate de bovinos, e da pesquisa de
microrganismos potencialmente patogénicos (Escherichia coli O157:H7, Salmonella
enterica e Listeria monocytogenes). Com duracdo de um ano, a pesquisa foi
desenvolvida em abatedouro-frigorifico habilitado a exportacao localizado no Estado de
Sao Paulo, Brasil. Foram analisadas 411 amostras ambientais para pesquisa de Listeria
spp., 1.192 amostras de superficie de contato para a Contagem Bacteriana Total (CBT),
200, 100, 775, 264 e 100 amostras de superficie de carcaca para CBT, Coliformes
totais, E. coli, Salmonella spp. e E. coli O157:H7, respectivamente, além de 256
amostras de recortes carneos para a pesquisa de E. coli O157:H7. Os resultados
evidenciaram condigdo higiénica aceitavel para 51,1% das amostras ambientais de
CBT, com 62,9% de amostras n&o aceitaveis no setor de abate. Um valor elevado de
amostras (15,1%) foi positivo para Listeria spp. e para Listeria monocytogenes (4,6%).
Observou-se que 89,6%, 2,8% e 7,6% das amostras de carcaca foram satisfatérias,
aceitaveis e insatisfatorias para E. coli, respectivamente. Para a amostragem
comparativa, 88,5% das amostras apresentaram-se satisfatérias para CBT, 84% para
Coliformes Totais e 83,6% para E. coli. Nenhuma das amostras de carcacga analisadas
foi positiva para Salmonella spp. ou para E. coli O157:H7. A frequéncia da ocorréncia
de E. coli O157:H7 em amostras de recortes carneos (carne industrial) foi de 0,31%,

com apenas uma amostra positiva.

Palavras-chave: Bovino, Coliformes Totais, Contagem Bacteriana Total, Escherichia

coli O157:H7, Salmonella, Listeria monocytogenes
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MICROBIOLOGICAL EVALUATION OF CONTROLS AND PROGRAM PATHOGEN
REDUCTION IN SLAUGHTER OF CATTLE.

SUMMARY - This study aimed to evaluate the result of the environmental and
operational controls which are routine or derived from HACCP Plan - Hazard Analysis
and Critical Control Points, applied to slaughter cattle, and potentially pathogenic
microorganisms research (Escherichia coli O157:H7, Salmonella enterica and Listeria
monocytogenes). During one year, the research was developed in a slaughterhouse,
enabled to export, located in the state of S&o Paulo, Brazil. We analyzed 411
environmental samples for Listeria spp. research, 1.192 samples of surface contact for
Total Bacterial Count (TBC), 200, 100, 775, 264 and 100 samples of carcass surface for
TBC, Total Coliform, E. coli, Salmonella spp. and E. coli O157:H7, respectively, besides
256 samples of meat cuts for E. coli O157:H7 research. The results showed that 51,1%
of the environmental samples of TBC were in acceptable hygienic condition and 62,9%
of samples were not acceptable in the slaughter industry. A high value of samples
(15,1%) was positive for Listeria spp. and Listeria monocytogenes (4,6%). It was
observed that 89,6%, 2,8% and 7,6% of the samples of carcass were satisfactory,
acceptable and unsatisfactory for E. coli, respectively. For comparative sampling, 88,5%
of the samples were satisfactory for TBC, 84% for Total Coliform and 83, 6% for E. coli.
None of the samples of carcass tested was positive for Salmonella spp. or E. coli
0157:H7. The frequency of the occurrence of E. coli O157:H7 in samples of meat cuts

(meat industry) was 0,31%, with only one positive sample.

Keywords: Cattle, Total Coliform, Total Bacterial Count, Escherichia coli O157:H7,

Salmonella, Listeria monocytogenes



I. INTRODUGAO

Os problemas envolvendo a segurangca de consumo da carne, ocorridos nas
ultimas décadas, ainda estdo na memoéria dos consumidores. Por sua seriedade,
gravidade e até mesmo novidade em relagdo a causa e efeito, foram capazes de
promover impacto sobre a sociedade, sobre o comércio mundial de alimentos e
principalmente sobre a comunidade cientifica, impondo um novo paradigma para a
oferta de alimentos. Esse novo modelo, mais abrangente e contemplando com medidas
preventivas a maior parte das preocupacgdes higiénico-sanitarias, foi imposto pela
propria Organizagao das Nacgdes Unidas - ONU como condi¢do necessaria ao comércio
internacional a partir do ano de 2000, tornando-se mundialmente conhecido como
“Programa Alimento Seguro”.

Adicionalmente as exigéncias e controles anteriormente praticados, foi eleita uma
série de outras praticas e procedimentos, agora adequada e dirigida a todos os
segmentos envolvidos das cadeias produtivas, cada qual com suas novas tarefas,
compromissos e responsabilidades, num modelo baseado na Analise de Perigos e
Pontos Criticos de Controle (APPCC) e na Analise de Risco (AR). Em todo o mundo,
ainda constitui um modelo em desenvolvimento, cujas pratica e experiéncia ainda estao
longe de ser consideradas consolidadas.

Por outro lado, a intensificagdo da producdo de bovinos no Brasil € notoria,
principalmente durante a ultima fase do sistema — a da terminagcdo ou engorda.
Enquanto fendbmeno progressivo, mas recente, ainda esta sujeito a praticas empiricas e
tecnicamente indesejaveis, inadequadas ou improprias, que sao representadas tanto
por inadequacao de areas e instalagbes para a contengcdo dos animais, quanto pela
sobrecarga da densidade populacional em ambientes sem controle e conforto, por
praticas de alimentacdo ndo previamente planejadas, com mudangas de principios e
dietas, modificando a fisiologia digestiva e o transito gastrintestinal — modificando
também a aparéncia e textura das fezes, pela falta de cuidados essenciais de profilaxia
— falta de quarentena, mistura de animais de diferentes procedéncias, etc, com

inadequacéo de manejo, entre outras.



Essa auséncia de gestdo técnica se traduz em problemas de ordens diversas,
seja pelas alteragdes fisiolégicas e comportamentais impostas ou mesmo pelas
deficiéncias sanitarias, profilaticas, de higiene e de manejo. Importante de tudo isso é
que mantém os animais em permanente estado de estresse e, portanto, de maior
vulnerabilidade as condi¢gbes oportunistas.

Esse instantaneo ocorre justamente no momento em que se acirram as
necessidades de controles emanados dos manuais de producéo de alimentos seguros.
Enquanto normas disciplinadoras, elas tém carater impositivo aquela parcela de
producdo cujo objetivo € a exportagdo de carnes e, especificamente para o segmento
de producéo de animais, se traduz por normas de Boas Praticas Agropecuarias, além
dos conceitos de produgéo limpa, preservagédo do meio ambiente e sustentabilidade.

As referidas praticas, além do desacordo e falta de sintonia quanto as exigéncias
de mercado, impdéem outros problemas ao processo de obtengdo de carnes com
qualidade: principalmente o manejo de animais estressados e suas consequéncias e a
condi¢cado de animais sujos no momento do abate, advinda de animais de cruzamento,
com pélos mais longos e por acumulo de sujidade e fezes aderidos a pele.

A titulo de exemplo — vindo do principal cliente das exportagbes brasileiras, na
Unido Européia ha classificagéo prévia dos animais quanto a sujeira e umidade da pele
em cinco diferentes categorias, trés delas impondo restricdes a aceitacdo dos animais
para o abate. Obviamente essa ndo é uma atitude isolada ou sem fundamentos,
significando a possibilidade de transferéncia de eventuais patbgenos da pele para as
carcacgas durante as operagdes de abate.

No abate de bovinos, esse novo modelo inseriu uma série de controles rotineiros
objetivando respaldar as praticas executadas e corrigir em tempo habil possiveis
problemas antes mesmo que eles se efetivem. Mesmo assim, sdo recentes e com
resultados confinados aos proprios locais de execugdo ou nas proprias empresas,
pouco divulgados ou conhecidos enquanto experiéncias que necessitam ser
francamente compartilhadas de acordo com os preceitos da Analise de Risco.

Em funcado da existéncia bem definida de dois momentos distintos — um no qual

prevalece o abate de animais terminados a pasto e outro no qual prevalece o de



animais confinados, este trabalho se propds a avaliar o comportamento rotineiro dos
controles ambientais e operacionais durante o abate de bovinos, tanto pela utilizacao de
técnicas microbiolégicas indicadoras quanto pela monitoragcdo da ocorréncia de
patdgenos especificos, pelo periodo de um ano, de novembro de 2008 a outubro de
20009.



Il. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Controles Operacionais e Qualidade da Carne

A carne € um dos alimentos mais importantes, tanto pelo seu valor nutricional
como pelo seu valor sensorial. E o alimento basico para suprir as necessidades de
proteinas de alta qualidade (PRANDL et al., 1994). No Brasil, a carne bovina é item
importante da dieta da populagdo e apresenta um dos maiores potenciais de
crescimento. O grupo de pessoas de renda elevada tem taxas de consumo
semelhantes as dos maiores consumidores mundiais, mais de 50 kg/hab./ano,
enquanto as camadas de baixa renda tém consumo de terceiro mundo, com menos de
10 kg/hab./ano. A disponibilidade interna situa-se em torno de 34 kg/hab./ano (ZEN,
2004).

Em 2008, o Brasil liderou o “ranking” dos maiores exportadores de carne bovina
no mundo, somando o volume de 2,2 milhdes de toneladas em equivalente carcaca,
com receita cambial de US$ 5,3 bilhdes. Estes valores representaram uma participagao
de 28% do comeércio internacional, exportando para mais de 170 paises. A extenséo
territorial e as condi¢des climaticas, os programas voltados para a sanidade animal e
seguranca do alimento posicionam o Brasil como um dos maiores produtores de carne
bovina e com potencial para atender as exigéncias especificas de mercado (ABIEC,
2009).

Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) mostraram que o
rebanho bovino brasileiro atingiu 205,9 milhdes de cabecas em 2006. O pais é o
detentor do segundo maior rebanho de bovinos do mundo, perdendo apenas para india
(IBGE, 2007). No mesmo ano, foram registrados 1.572.301 estabelecimentos de criagao
de bovinos, com valor total da producéo de R$ 13.833.578.946,00 (IBGE, 2009b). Até o
segundo trimestre de 2009, foram abatidas 13.334.000 cabecgas, correspondente a
3.129.383 toneladas (IBGE, 2009a).

A carne bovina & composta de 75% de agua, 18% de proteina, 3% de gordura,

1% de carboidratos, 1,5% de cinzas e 1,5% de matéria nitrogenada nao protéica



(PRATA & FUKUDA, 2001). Em qualidade, as proteinas da carne sdo as mais
completas por apresentarem um perfeito equilibrio de aminoacidos essenciais.
Constitui-se em uma excelente fonte de lipidios essenciais, de vitaminas do complexo
B, como B2 (riboflavina), B6 (piridoxina), niacina, folacina, acido pantotémico e
principalmente B12 (cobalamina) e dos minerais ferro e zinco numa forma altamente
assimilavel pelo organismo (FELICIO, 2009).

Por outro lado, a carne, assim como seus derivados, tem sido implicada como
uma das principais fontes de infeccao de origem alimentar e o elo mais importante entre
0s animais produtores de alimentos e 0 homem (MAYRHOFER et al., 2004). A carne
apresenta uma composi¢ao quimica que a torna excelente meio de cultura. Possui alta
atividade de agua, é um alimento rico em substancias nitrogenadas, minerais e fatores
de crescimento. Além disso, seu pH é favoravel para a maioria dos microrganismos,
sendo que a quantidade e os tipos que se desenvolverdo na carne dependerdo das
condicbes de abate a que o animal foi submetido, das condi¢cdes de estresse nesse
momento, entre outros fatores (FRANCO & LANDGRAF, 2008).

Entre os patdbgenos que podem contaminar a carne estdo o Clostridium
perfringens, Staphilococus aureus, Salmonella, Escherichia coli verotoxigénica,
Campylobacter, Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes e Aeromonas hydrofila,
além das bactérias deteriorantes (GILL, 1998).

Uma das principais fontes de contaminagéo da carcaca na industria da carne é o
animal vivo em si, particularmente nos meses de inverno quando os animais s&o
estabulados — para o caso das condi¢des vigentes na Europa (GRACEY & COLLINS,
1992). Peles e pélos impregnados de sujidades e fezes podem carrear milhdes de
bactérias aerdobias e anaerb6bias para o interior dos ambientes de abate e
processamento. Tal contaminacdo dependera: do tipo de solo das pastagens; da
condicdo de higiene e limpeza corporal dos animais (banho); da qualidade do ar e
presenca de poeira; da qualidade da agua utilizada na lavagem da carcaca; das
condicbes dos equipamentos e do controle de ambiente nos quais 0s processos sao
realizados; dos utensilios (facas, serras e ganchos); dos varios recipientes usados; do

equipamento e do proprio pessoal no trabalho; merecendo referéncia especial a



contaminagao por conteudo gastrintestinal, em virtude da microbiota especifica (PARDI
et al., 2006).

Sob condigdes normais, o trato digestivo possui potencialmente a maior e mais
perigosa carga bacteriana encontrada no animal. No sistema de engorda, é produzido
de 41kg a 45kg de esterco diariamente, estimando-se que 1g de fezes frescas de
bovinos contenha mais de um milhdo de bactérias (GRACEY & COLLINS, 1992).

Levando em consideragcdo a taxa elevada de germes existentes no conteudo
intestinal, compreende-se que minimas contaminagbes com fezes ja constituam
alteragbes potenciais nos produtos. As matérias fecais se concentram também em
determinados pontos da superficie corporal dos animais de abate, constituindo causa
principal da contaminagédo da carne. Tais regides corporais sao areas da pele suja por
fezes, como extremidades posteriores e especialmente cascos e unhas, e a taxa de
germes contida nessa sujidade € de magnitude parecida a do conteudo intestinal
(SINELL, 1994).

Cuidados especiais antes, durante e ap6s a morte dos animais reduzem ao
minimo possivel a contaminagédo inicial, uma vez que a contaminagdo bacteriana na
superficie das carcagas bovinas é uma consequéncia inevitavel da esfola e do proprio
processamento de abate. Os cuidados devem acompanhar toda trajetéria da carne,
seja nas camaras frias, na desossa, no processamento, na armazenagem, no
transporte, na distribuicdo ou no d&mbito doméstico (MINIHAN et al., 2003; PARDI et al.,
2006).

Para controlar perigos, entre os quais, os microbiolégicos, principalmente os
microrganismos patogénicos ao ser humano, o Programa de Analise de Perigos e
Pontos Criticos de Controle (APPCC) foi eleito e incorporado como principal ferramenta
de controle (HOGUE et al., 1998). Desde a sua concepg¢éo nos anos 30, o programa
cresceu tornando-se um método universalmente reconhecido e aceito na garantia da
seguranga alimentar passando, a partir de 2000, a fazer parte das obrigagcbes para o
comércio mundial de alimentos seguros. A crescente e recente preocupacdo com a
seguranga alimentar das autoridades de saude publica, industrias de alimentos e

consumidores em todo o mundo tem sido o grande impulso na aplicagdo do sistema



APPCC. Esta preocupacao foi confirmada por um aumento significativo na incidéncia de
doencas transmitidas por alimentos em muitos paises nos ultimos anos (WHO, 2007).

O sistema APPCC, como se conhece hoje, foi criado ha cerca de 40 anos pelas
industrias quimicas da Gra-Bretanha. Nas décadas de 50, 60 e 70, o sistema foi
empregado pela Comissdo Americana de Energia Atdmica para o planejamento de
usinas nucleares. No final dos anos 60, a “National Aeronautics and Space
Administration — NASA”, nos EUA, sugeriu que o sistema APPCC fosse empregado na
producdo de alimentos para os vbos espaciais, a fim de minimizar a chance de
ocorréncia de doencas de origem alimentar nos tripulantes desses v6os. Na década de
70 verificou-se que o programa poderia ter outras aplicagdes, sendo entdo empregado
em industrias processadoras de alimentos de baixa acidez e depois em
estabelecimentos processadores de carne (DESTRO, 2008).

O sistema pode ser aplicado em toda a cadeia alimentar, desde a produgao
primaria até o consumo final e sua implementacdo deve ser guiada por evidéncias
cientificas quanto aos riscos a saude humana. Além de promover a segurancga
alimentar, a implementacao do sistema APPCC pode auxiliar na inspecgéo por parte das
autoridades reguladoras, estimulando o comércio internacional (CAC/RCP, 2003).

Recentemente tem se considerado que as praticas de controle decorrentes do
sistema APPCC tém sido compreendidas como o meio mais eficaz na prevencgédo da
contaminagcdo microbiana de carcacas durante o abate (BOLTON et al., 2002). Essas
praticas intervém nos estagios do processamento que representam risco plausivel de
contaminag&o da carcaca, reduzindo assim o risco de doencgas de origem alimentar.
Entretanto, para sua monitoragdo rotineira a utilizagdo de organismos patogénicos é
onerosa, demorada e dificil, tornando-se mais conveniente e pratica a pesquisa de
organismos indicadores, seja de cuidados ou de contaminacdo microbiolégica. A
utilizagdo de bons indicadores, universalmente aceitos para finalidades especificas,
permite avaliar corretamente o programa APPCC como ferramenta na garantia da
segurancga sanitaria do processo de abate. Todavia, n&o dispensam a necessidade ou
exigéncia da monitoragéo, continua ou periédica, dos principais patégenos envolvidos

com problemas alimentares, possibilitando dados microbiolégicos adequados para



permitir conclusées confidveis quanto a eficacia desses programas no controle e na
reducao desses patogenos de origem alimentar (ICMSF, 1997; ELDER et al., 2000).

Portanto, para o monitoramento microbiolégico de carcagcas e controles
ambientais e operacionais, métodos classicos e respectivos padrdes, como o0s
decorrentes da Contagem Total de microrganismos Viaveis (“TVC”), da estimativa ou
Contagem Total de microrganismos Entéricos (“TEC”), ou simplesmente a contagem de
Escherichia coli, comportam-se como medidas da qualidade higiénica de processos e
para verificacdo da efetividade do sistema APPCC (EC, 2001). Adicionalmente, de
acordo com os dados de ARTHUR et al. (2004) evidenciou-se, para essa situacao, as
relacbes entre a presenca de microrganimos indicadores e sua correlacdo com a
presenca de E. coli O157:H7, ou seja, justamente aquilo que se espera de um bom
indicador.

No Brasil, o Programa de Procedimentos Padréo de Higiene Operacional (PPHO)
e o APPCC foram implementados em estabelecimentos envolvidos com o comércio
internacional de carnes e produtos carneos, em razdo da maioria dos casos de
enfermidades transmitidas por alimentos estarem relacionados com praticas
operacionais inadequadas do ponto de vista higiénico-sanitario. Neste contexto,
representa um valioso mecanismo auxiliar do sistema classico de inspeg&o industrial e
sanitaria de produtos de origem animal, particularmente no que se refere ao controle
dos perigos relacionados com as chamadas bactérias emergentes (BRASIL, 1997a).

Segundo a Regulamentacdo de Reducdo de Patdégenos/APPCC, todos os
estabelecimentos de abate de bovinos sdo obrigados a testar suas carcagas para E.
coli genérica no final do processo de matanga, nas camaras de resfriamento, como um
instrumento para verificar o controle de processos (BRASIL, 1997b). Além do teste de
E. coli, aqueles estabelecimentos integrantes das listas de fornecedores de matéria-
prima para os EUA e estados-membro da Unidao Européia, deverao também fazer a
coleta de amostra de carcaga apo6s o resfriamento para o teste de Salmonella, e antes
do resfriamento para a contagem total de viaveis — “TVC” (BRASIL, 2007).

As medidas de controle de Listeria monocytogenes, particularmente nos produtos

prontos para o consumo, consistem na aplicacdo de procedimentos que evitam a



contaminagao cruzada, fundamentados em programas de controle ambiental (PPHO).
Em linhas gerais, os programas das empresas (PPHO), devem contemplar os
procedimentos de limpeza e desinfecgdo, frequéncia, monitoramento, medidas
corretivas/preventivas e verificagdo através de testes microbioldgicos. Com relagdo ao
teste a ser realizado, pode-se executar testes para L. monocytogenes ou para Listeria
spp., que pode ou n&o incluir a L. monocytogenes. Genericamente, ha trés locais
basicos para testes de Listeria spp.: ambiente, equipamentos e produto final (BRASIL,
2004).

2.1.1 Microrganismos Indicadores

A presenca de microrganismos nos alimentos nao significa necessariamente um
risco para o consumidor ou uma qualidade inferior desses produtos. Na realidade,
excetuando-se o reduzido numero de produtos submetidos a esterilizacdo comercial, os
alimentos podem conter leveduras in6cuas, mofos, bactérias e outros microrganismos.
A maior parte dos alimentos torna-se potencialmente perigosa para o consumidor
somente apds terem sido violados os principios de higiene, limpeza e desinfec¢c&o. Se
os alimentos tém estado sujeitos a condi¢gdes que puderam permitir a entrada e/ou
multiplicacdo de agentes infecciosos ou toxigénicos, podem se constituir em veiculo de
transmissao de enfermidades (ICMSF, 2000).

Segundo LANDGRAF (2008), microrganismos indicadores sao grupos ou
espécies de microrganismos que, quando presentes em um alimento, podem fornecer
informacbes sobre a ocorréncia de contaminacado de origem fecal, sobre a provavel
presenca de patdogenos ou sobre a deterioragdo potencial do alimento, além de
poderem indicar condi¢cbes sanitarias inadequadas durante o processamento, produgao
ou armazenamento.

A Comisséo Internacional de Especificagdes Microbiolégicas para Alimentos

(ICMSF, 1984) agrupou os microrganismos indicadores em duas categorias:
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1. Microrganismos que n&o oferecem risco direto a saude, mas oferecem uma
estimativa acerca de uma condi¢cado: como a contagem padrao de mesdfilos, as
contagens de psicrotréficos, de termofilos, de bolores e leveduras.

2. Microrganismos que oferecem um risco baixo ou indireto a saude e cuja

presenca pode indicar condi¢des indesejaveis: como as estimativas de

coliformes totais, de coliformes fecais ou termotolerantes, de enterococos,
enterobactérias totais e de E. coli.

Alguns critérios devem ser considerados na definicdo de um microrganismo ou
grupo de microrganismos como um indicador: 0 mesmo deve ser de rapida e facil
deteccao; deve ser facilmente distinguivel de outros microrganismos da microbiota do
alimento; ndo deve estar presente como contaminante natural do alimento; deve estar
sempre presente quando o patdgeno associado o estiver;, seu numero deve
correlacionar-se com o do patégeno alvo; deve apresentar necessidades e velocidade
de crescimento semelhantes as do patogeno; deve ter velocidade de morte que seja ao
menos semelhante a do patégeno e, se possivel, sobrevivéncia levemente superior a
do patdgeno; deve estar ausente nos alimentos que estéo livres do patdgeno, ou estar
presente em quantidades minimas. No entanto, nem sempre todas essas
caracteristicas sao conjuntamente possiveis ou observadas (LANDGRAF, 2008).

A estimativa da contagem de bactérias viaveis baseia-se no numero de colbnias
que se desenvolvem nas placas com agar nutritivo, que foram previamente inoculadas
com quantidades conhecidas de amostra diluida do alimento e incubadas sob
condi¢cbes previamente determinadas, principalmente de temperatura e tempo. Cada
tipo de estimativa de microrganismos viaveis € potencialmente util para finalidades
especificas, como a estimativa de termofilos ou de proteoliticos, mas a contagem total
de bactérias mesofilas aerdbias e facultativas viaveis (CBT ou “TVC”) € a analise mais
frequentemente utilizada para avaliar a qualidade sanitaria dos alimentos (ICMSF,
2000).

A contagem elevada desse grupo de bactérias nos alimentos n&o pereciveis é
indicativa do uso de matéria-prima contaminada ou processamento insatisfatorio sob o

ponto de vista sanitario. Em alimentos pereciveis pode indicar abuso durante o
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armazenamento em relagcdo ao bindbmio tempo/temperatura (LANDGRAF, 2008). Nos
processos de esfola e evisceragédo da carcaga, a contagem de microrganismos aerdbios
mesofilos tem sido usada como indicador de desempenho geral de higiene e
contaminacgdo por microrganismos deteriorantes (MACKEY & ROBERTS, 1993).

GILL et al. (1998) avaliaram as performances higiénicas dos processos de esfola
e evisceracao da carcaga bovina e encontraram valores médios para contagem total de
mesofilos variando entre 5 e 2 logio UFC/cm?. PHILLIPS et al. (2001), ao analisarem
1.275 carcagas bovinas de frigorificos de exportacdo e domésticos, encontraram uma
populagdo média de microrganismos viaveis de 2,42 log1o UFC/cm?.

Um total de 159 amostras de carcaca bovina refrigerada foi coletado em
frigorificos do sul da Australia, a fim de desenvolver um perfil microbiolégico da carne
produzida para o mercado interno. A média para contagem de mesdfilos foi de 1,82
logio UFC/cm? (SUMNER et al., 2003). McEVOY et al. (2004) analisaram carcagas
bovinas amostradas em um frigorifico da Irlanda. Ap6s a lavagem das carcagas os
valores médios de microrganismos viaveis encontrados foram 3,33 logo UFC/cm? para
regido do peito e 3,24 logio UFC/cm? para regido do pescoco. Na Irlanda, PEARCE &
BOLTON (2005) nao relataram diferenca significativa entre os métodos de suabes
utilizados em carcacas bovinas, cujas médias variaram entre 1,80 e 1,90 logo UFC/cm?,
para CBT com suabe de acetato de celulose e de poliuretano, respectivamente.

Em frigorificos habilitados a exportacdo no Brasil, FRANCA FILHO (2005) obteve
como valor maximo de CBT de 5,5 x 10* UFC/cm? para meias-carcacas bovinas. As
médias de microrganismos viaveis em carcagas bovinas obtida pelas técnicas de
excisdo e suabe, no Reino Unido, apresentaram valores de 2,1 e 1,4 logio UFC/cm?,
respectivamente (HUTCHISON et al., 2005). ZWEIFEL et al. (2005), ap6s analise de
800 carcacas bovinas provenientes de frigorificos de alta capacidade da Suica,
encontraram valores médios para contagem de microrganismos viaveis variando de 2,1
a 3,1 logio UFC/cm?.

TERGNEY & BOLTON (2006) amostraram 180 carcagas bovinas durante os
processos de esfola e evisceracio, isolando cerca de 3,0 logso UFC/cm? de populacdes

de microrganismos viaveis. McCLEERY et al. (2008), ao analisarem o efeito da
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depilagdo do couro ante e post-mortem na qualidade microbioldgica de 362 carcacgas
bovinas, detectaram valores médios para contagem de microrganismos aerébios
variando entre 3,1 logso UFC/cm? para categoria 1 (animais limpos) e 3,2 (depilado post-
mortem) e 3,0 (depilado ante-mortem) log1o UFC/cm? para categoria 4 (animais sujos).

ZWEIFEL et al. (2008) analisaram 535 carcagas bovinas em frigorificos de baixa
capacidade e encontraram contagens de microrganismos viaveis variando entre 2,7 e
3,8 log1o UFC/cm?. Na Espanha, MARTINEZ et al. (2009) obtiveram, na maioria das
carcagas amostradas por suabe, niveis de CBT entre 3,10 e 4 log1o UFC/cm™.

MARTINEZ et al. (2010) relataram, em carcagas bovinas quentes, uma
populacdo média de microrganismos viaveis de 3,91 logio UFC/cm?. No Canada, GILL
& BADONI (2010), ap6s conduzirem uma pesquisa em carcagas bovinas amostradas
por pessoas com e sem experiéncia, relataram valores médios de microrganismos
viaveis variando de 1,20 a 1,60 logio UFC/cm?.

Em superficies de contato com alimentos, EISEL et al. (1997) observaram, com
freqliéncia, valores de CBT entre 2,2 e 3,7 log1o UFC/cm?, com as maiores estimativas
provenientes de correias da linha de fabricagdo. GILL et al. (1999) verificaram
estimativas de CBT entre 1,57 e 5,08 logiy UFC/cm? ap6s a higienizacdo de
equipamentos. GILL & JONES (1999) obtiveram valores médios para CBT de 6,5; 7,9 e
9,2 log1o UFC/luva para suabes de luvas de algodédo, amostras de lavagem de luvas de
algodao e amostras de lavagem de luvas de aco inoxidavel, respectivamente.

GILL & McGINNIS (2000) encontraram populagbes de bactérias aerdbias em
todas as luvas de aco inoxidaveis amostradas no Canada, com numeros de logqo entre
1 e 8/luva. Na Africa do Sul, SHALE et al. (2006) verificaram em todas as superficies
amostradas na sala de desossa, contagens de microrganismos viaveis acima de 10*
UFC/cm?. EUSTACE et al. (2007), ao analisarem facas usadas por operadores no
processo de abate, imediatamente apds a higienizagao, detectaram valores entre 1,78 e
2,18 log1o UFC/cm?, para CBT em superficies.

Com o reconhecimento de que a contagem total de aerdbios ndo poderia ser um
indicador adequado da possivel contaminagéo da carne por organismos patogénicos, a

E. coli ndo-patogénica biotipo | foi proposta para ser adotada como organismo indicador
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para efeitos do programa APPCC (GILL, 1995). A escolha da E. coli € justificada pela
sua posicao estabelecida como indicador de contaminagéo fecal e no pressuposto de
que os patdgenos associados com a carne sdao amplamente de origem fecal (USDA,
1996).

Schardinger foi o primeiro pesquisador que, em 1892, utilizou a E. coli como
indicador de contaminacao de origem fecal presente na agua. A pesquisa de E. coli ou
de coliformes fecais nos alimentos fornece, com maior segurancga, informagdes sobre as
condicbes higiénicas do produto e melhor indicagdo da eventual presengca de
enteropatégenos (LANDGRAF, 2008).

Quantidades substanciais de E. coli nos alimentos sugerem falta geral de
limpeza, além de manejo e armazenamento inadequados, embora sua presenga nao
constitua uma conotacgéo direta da presenca de um patdégeno, mas implica unicamente
em certo risco de que possa estar presente. Em outras palavras, a presenga de E. coli
nos alimentos nem sempre mantém estreita correlagdo com a presenca de Salmonelas
ou outros microrganismos patogénicos (ICMSF, 2000).

As bactérias coliformes sdo boas indicadoras de contaminag¢ao fecal da agua.
Seu uso como indicadores de qualidade higiénica de alimentos baseia-se na
experiéncia positiva adquirida com a agua. A presengca de um grande numero desses
organismos nos alimentos e na agua indica a poluicdo ou contaminacao fecal (JAY,
1978).

O termo coliformes compreende bactérias da familia Enterobacteriaceae,
fazendo parte desse grupo predominantemente bactérias pertencentes aos géneros
Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e Klebsiela. Destas, apenas a E. coli tem como
habitat primario o trato intestinal do homem e animais (LANDGRAF, 2008).

GILL et al. (1996a, 1996b) sugeriram que avalia¢cdes baseadas na contagem de
E. coli, de bactérias entéricas ou de coliformes totais, sejam ferramentas das mais
adequadas para avaliar os riscos de saude associados a contaminagédo das carcagas
bovinas. Assim, esses padrdes microbianos sdo usados para mensurar a eficacia ou
nao do sistema APPCC e dos seus pré-requisitos (TERGNEY & BOLTON, 2006).
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GILL et al. (1998), analisando carcagas bovinas colhidas em 10 frigorificos do
Canada, encontraram valores médios de E. coli e coliformes variando entre 2 e <100
UFC/cm? e entre 3 e <100 UFC/cm?, respectivamente. Em um estudo realizado por
HANSSON (2001), 34% das amostras de carcaga bovina dos frigorificos de alta
capacidade e 41% dos frigorificos de baixa capacidade apresentaram E. coli, ja para
coliformes as porcentagens encontradas foram de 50% e 42%, respectivamente.

SUMNER et al. (2003) detectaram E. coli em 18,8% das carcagas bovinas
analisadas, com valor médio de logo de 0,34. Com o objetivo de investigar a eficacia da
pasteurizacdo em carcagas naturalmente contaminadas na Irlanda, MINIHAN et al.
(2003) isolaram E. coli a partir da regidao do pescoco, regido mediana e alcatra em
100%, 93% e 90%, antes da pasteurizacdo, com contagem >2 logio UFC/100cm? nos
locais mais contaminados da carcaga. Ap0s a pasteurizagdo os valores por regido
cairam para 97, 77 e 67%, respectivamente, e a contagem reduziu 2 log+o.

McEVOY et al. (2004) avaliaram 36 carcacgas bovinas ao longo de um periodo de
12 meses e obtiveram para E. coli valores médios de 2,47 e 2,00 logio UFC/cm? para
regido de peito e pescogo apos a lavagem das carcacas, e 1,18 e 1,95 logso UFC/cm?
para essas mesmas regides apds a refrigeracdo das carcacgas. Ja, os valores obtidos
para coliformes fecais ap6s a lavagem das carcacas foram de 3,34 e 3,41 logo
UFC/cm? para regido de peito e pescogo, respectivamente, e de 2,85 e 2,94 logo
UFC/cm? para as mesmas regides, apoés a lavagem das carcacas. PHILLIPS et al.
(2006) amostraram 1.155 carcacas bovinas em 27 estabelecimentos de abate na
Austrélia e relataram que E. coli esteve presente em 8% das carcagas, com uma
contagem média de 0,8 logsq UFC/cm?.

Com o objetivo de avaliar a contaminagdo microbiana do couro e da superficie de
carcagas bovinas provenientes de terminacao a pasto e em confinamento, JARDIM et
al. (2006) observaram contagens médias (logio UFC/cm?) de coliformes totais e E. coli:
antes da esfola, 1,27 e 0,86; apos a esfola, 0,40 e 0,40, e ap6s a lavagem, 0,55 e 0,42
para os bovinos em pastagens; antes da esfola, 0,65 e 0,64; apés a esfola, 0,40 e 0,40,

e apos a lavagem, 0,41 e 0,40 para os bovinos em confinamento. GHAFIR et al. (2008),
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avaliaram os indicadores higiénicos na Bélgica e obtiveram valores médios para E. coli
entre 0,05 log1o UFC/cm?a 3,19 logo UFC/cm?.

2.1.2 Analises Laboratoriais

Analises laboratoriais sdo indispensaveis para verificar se os padrdoes e
especificagcbes microbiolégicas, nacionais ou internacionais, estdo sendo atendidos
adequadamente. Atualmente os métodos laboratoriais sdo comumente divididos em
métodos “tradicionais ou convencionais” e métodos “rapidos”. Os métodos
convencionais estdo descritos em publicagdes consideradas de referéncia,
internacionalmente aceitas, porém requerem grande disponibilidade de tempo e
excessivo trabalho laboratorial (SILVA et al., 2006; FRANCO, 2008).

Os métodos rapidos surgiram a partir da década de 70, como consequéncia da
necessidade de se abreviar o tempo necessario para a obtencdo de resultados
analiticos e melhorar a produtividade laboratorial. Além desses objetivos, esses
métodos visam também a simplificacdo do trabalho e a redugéo de custos. Para alguns
métodos, a essas vantagens aliam-se outras como maior sensibilidade e especificidade
(FRANCO, 2008).

As placas Petrifilm™, desenvolvidas na década de 80, constituem em um método
alternativo para enumerar microrganismos indicadores higiénicos de alimentos (BELOTI
et al., 2003). O Petriflm™ EC é reconhecido por varias organizagées internacionais
(AOAC e APHA) como método oficial para contagem de coliformes e E. coli em todos
os tipos de alimentos (APHA, 1992). Alguns paises como Estados Unidos, Canada,
Australia, Coréia, Portugal, Noruega, Italia, entre outros, desenvolveram trabalhos e
estudos colaborativos para avaliar a eficiéncia das placas Petrifilm e de outros métodos
rapidos em relagdo aos métodos convencionais (SILVA et al., 2006).

As placas de Petriflm sdo compostas por nutrientes ou agentes seletivos e
diferenciais revestidos por filmes, juntamente com um agente geleificante soluvel em
agua fria e cloreto de trifeniltetroz6lio. Um mL da diluigdo € plaqueada diretamente

sobre as placas, espalhadas através da pressdo sobre o ino6culo contra um filme
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sobreposto, com auxilio de um espalhador plastico (difusor). A contagem das col6nias €
realizada apds a incubacédo das placas inoculadas, nas mesmas condicbes que o

plagueamento convencional (SENYK et al., 1987).

2.1.3 Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a industria de alimentos que mantém os seus produtos até a obtengao dos
resultados, o tempo consumido em métodos convencionais causa prejuizos
econdmicos, com um consequente e continuo interesse em métodos alternativos, mais
rapidos. As técnicas mais modernas para a deteccdo e caracterizagcdo de
microrganismos envolvem o uso da reacao em cadeia da polimerase (PCR) (SILVA &
EIROA, 1993; FRANCHIN et al., 2006).

A técnica de PCR resulta na amplificacédo de segmentos especificos de DNA em
bilhdes de vezes, usando para isso uma polimerase termoestavel (geralmente Taq, a
enzima DNA-polimerase | de Thermus aquaticus), deoxinucleotideos (dNTP) e dois
iniciadores que delimitam a area que sera amplificada, cujas sequéncias sao
complementares entre si e a sequéncia alvo (O’'SULLIVAN, 1999).

Para iniciar uma amplificagdo por PCR, a enzima é adicionada ao DNA-molde
anelado aos iniciadores e incubada, para que sintetize as novas fitas complementares.
A mistura é entdo aquecida a 94°C, para desnaturar a dupla fita do DNA, resfriada a
menos de 55°C, para que mais iniciadores se tornem hibridos com as sequéncias que
Ihes sdo complementares nas fitas simples obtidas e reaquecida a 72°C, para que a
polimerase sintetize a coépia do DNA na regido entre os dois iniciadores. O ciclo
desnaturagdo-hibridizacao-sintese € repetido, geralmente por 25 a 30 vezes. Como
cada fragmento gerado torna-se o alvo do préximo ciclo de PCR, a amplificagao é
exponencial e uma simples copia pode ser potencialmente amplificada (O’'SULLIVAN,
1999; BROWN, 2003).

A especificidade do método € traduzida pela utilizacdo de sequéncias
caracteristicas dos microrganismos alvos. Os genes mais frequentemente utilizados

para a deteccao especifica de Salmonella incluem: invA (gene da invasao proteica),
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fimA (gene que codifica a maior subunidade fimbrial), spv (gene da viruléncia), stn
(gene da enterotoxina), fliC (gene da flagelina) e hilA (gene da invaséo do ativador
transcricional) (CHEN et al., 2010). Genes das toxinas stx1 e stx2, rfbE (gene que
codifica o antigeno somatico do sorotipo O157), hlyA (gene que codifica o antigeno
somatico do sorotipo pO157), eaeA (gene da intimina), uidA (gene da [3-glicuronidase) e
fliC (gene que codifica o antigeno flagelar do sorotipo H7) s&o alguns dos exemplos de
sequéncias usadas para detec¢cdo de E. coli O157:H7 (YOSHITOMI et al., 2006).
Ensaios de PCR que utilizam as sequéncias dos genes prfA, prs, Imo, orf e flaA sao
usados para a amplificacdo de L. monocytogenes (KEROUANTON et al., 2010).

O sistema BAX® (DuPont Qualicon) é o primeiro sistema comercial para a
deteccao de patdgenos de origem alimentar baseado na técnica de PCR. Ele simplifica
o processo da PCR, por meio da combinacédo de todos os reagentes necessarios
(“primers”, enzima, deoxiribonucleotideos) em um unico “kit” (BENNETT et al., 1998).

Possui as aprovacgdes: AOAC-RI — Official Method 2003.09 para Salmonelas em
carne crua, AOAC-RI — Performance Tested Method 010401 para E. coli O157:H7 em
carne moida, AOAC-RI — Performance Tested Method 030502 para género Listeria em
meio ambiente e, no Brasil - MAPA MLG 8A.01, para L. monocytogenes em meio
ambiente.

E um método automatizado e focado na composicdo genética do organismo,
detectando um unico fragmento de DNA do organismo alvo. Utiliza reativos
disponibilizados em tabletes e um termociclador convencional. A mistura contendo a
amostra de DNA, a DNA-polimerase, nucleotideos e “primers” sofre uma série de ciclos
cronometrados de aquecimento e resfriamento. A medida que o processo de
amplificacdo ocorre, um corante liga-se a fita dupla de DNA, emitindo um sinal
fluorescente em resposta a luz. Apds a amplificagcéo, o sistema BAX comeca a fase de
deteccao, na qual o sinal fluorescente € medido. Durante a deteccao, a temperatura é
elevada e as cadeias de DNA se separam, liberando o corante e diminuindo o sinal
emitido. Por fim, uma curva de fusdo é gerada e interpretada pelo “software” do sistema
BAX (TICE et al., 2009).
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2.2. Principais Patogenos Monitorados no Abate de Bovinos

2.2.1 Escherichia coli

Escherichia coli é a espécie predominante entre os diversos microrganismos
anaerdbios facultativos que fazem parte da microbiota intestinal de animais de sangue
quente (FRANCO & LANDGRAF, 2008). Geralmente permanece inofensiva no lumen
intestinal, entretanto, em hospedeiros debilitados ou imunossuprimidos, ou quando a
barreira imune do trato gastrintestinal € violada, mesmo linhagens nao-patogénicas
podem causar infeccado (NATARO & KAPER, 1998).

As bactérias da espécie E. coli sao representantes da familia
Enterobacteriaceae. S&o pequenos bacilos Gram-negativos, catalase-positivos,
oxidade-negativos, aerdbios e anaerdbios facultativos. A maioria das cepas fermenta a
lactose, apesar de algumas serem fermentadoras lentas e outras anaerogénicas.
Comumente, a espécie € Vermelho de Metila positiva e Voges-Proskauer negativa e
nao se multiplica no meio citrato de Simmons, com produgéo de indol pela maioria das
cepas (ICMSF, 1998).

Antigenos somatico (O), flagelar (H) e, por vezes, capsular (K) sdo usados para
sorotipagem de E. coli. Os antigenos somaticos sdo de natureza lipopolissacaridica,
localizando-se na superficie da parede celular. A especificidade desses antigenos é
determinada pelas cadeias laterais de carboidratos. Os antigenos flagelares séo de
natureza protéica, e os antigenos capsulares s&o compostos de polissacarideos.
Antigenos fimbriais (F), de natureza protéica, agem como adesinas, facilitando a
aderéncia as superficies mucosas (QUINN et al., 2005). Até o momento foram descritos
173 diferentes antigenos O, 56 H e 100 K (FRANCO & LANDGRAF, 2008).

O significado da presenca de E. coli em um alimento deve ser avaliado sob dois
aspectos. Primeiramente, por tratar-se de uma enterobactéria, uma vez presente, indica
que esse alimento tem uma contaminagao microbiana de origem fecal e, portanto, esta

em condi¢gbes higiénicas insatisfatérias. O outro aspecto a ser considerado é que
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diversas linhagens de E. coli sdo comprovadamente patogénicas para o homem e
animais (FRANCO & LANDGRAF, 2008).

Trés sindromes clinicas gerais resultam da infeccao com linhagens patogénicas
de E. coli: (i) infeccdes do trato urinario, (ii) sepses/meningites e (iii) doencgas
entéricas/diarréicas. Entre os entero-patdégenos, normalmente veiculados por alimentos
e agua, ha seis categorias bem definidas: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
entero-hemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) e E. coli difusamente aderente (DAEC) (NATARO
& KAPER, 1998).

EHEC (Escherichia coli entero-hemorragica)

O reconhecimento de EHEC como uma classe distinta de E. coli patogénica
resultou de duas principais observag¢des epidemioldgicas. A primeira foi em 1983,
relatada por Riley et al, ao investigarem dois surtos de Colite Hemorragica (CH — “HC”)
provocados pela ingestdo de hamburgueres mal-cozidos em uma rede de restaurantes
“fast-food”. A cultura de fezes desses pacientes revelou que alguns eram portadores de
E. coli O157:H7, um raro sorotipo. A segunda observacgéao foi realizada no mesmo ano
por Karmali et al., ao demonstrarem a associagédo de casos esporadicos de Sindrome
Hemolitico-Urémica (SHU — “HUS”) com citotoxina e a presenca de E. coli produtora de
citotoxina nas fezes de pacientes (NATARO & KAPER, 1998).

Ainda em 1983, coube a outros pesquisadores a tarefa de demonstrar que varias
amostras de E. coli, inclusive a O157:H7 isolada de pacientes com CH e uma outra
isolada de um paciente canadense portador da SHU, tinham a capacidade de produzir
uma citotoxina muito parecida com a toxina descrita por Shiga, ha mais de 100 anos,
em amostras de Shigella dysenterae, no Japdo. A convergéncia destes trabalhos
deixou claro que existiam amostras de E. coli capazes de produzir uma toxina
semelhante a toxina descrita por Shiga, hoje chamada toxina de Shiga, a qual poderia

ser a causa da CH e da SHU. Em 1987, foi proposta a designacao de EHEC para estas
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bactérias, mas ultimamente varios autores tém preferido denomina-las E. coli
produtoras de Shiga toxina ou STEC (ORDONEZ & TRABULSI, 2005).

Sendo a E. coli O157:H7 a causa primaria de CH e SHU nos Estados Unidos,
Canada, Gra-Bretanha, outras regides da Europa e provavelmente responsavel por 85-
95% dos casos de SHU, a classificagdo da EHEC, em grande parte, foi baseada nas
caracteristicas desse sorotipo (GRIFFIN, 1995; BUCHANAN & DOYLE, 1997). Sao
denominados de STEC n&o-O157 aqueles sorotipos, distintos de O157:H7 e que
produzem a Shigatoxina. Reserva-se o termo EHEC para aqueles sorotipos da
categoria STEC que estdo associados com a doenca severa no homem, tais como
O157:H7 e 026:H11, O103:H2, O111:H8/H-, O113:H21, os mais frequentes entre os
ndo-0157 (EDUARDO et al., 2002).

O mecanismo de patogenicidade da EHEC esta relacionado com a produgéo de
citotoxinas. Essas citotoxinas sdo denominadas verotoxinas (VTs), uma vez que sua
atividade biol6gica pode ser observada em culturas de células Vero, originarias de rim
de macaco, ou toxinas Shiga-like (SLTs), ja que sao semelhantes a toxina produzida
pelo bacilo de Shiga (Shigella disenteriae tipo 1), causador da disenteria bacilar
(FRANCO & LANDGRAF, 2008). A toxina € uma proteina composta por 70.000 Dalton
de uma unica subunidade A (32 KDAL) e cinco subunidades B (7,7 KDAL) (BUCHANAN
& DOYLE, 1997). Sao conhecidos dois tipos de toxina Shiga (Stx): Stx1 e Stx2, que
compartilham 55% de aminoacidos homologos. Uma cepa de STEC pode produzir uma
das toxinas (Stx1 ou Stx2), ambas (Stx1 + Stx2) ou multiplas formas de Stx2
(EDUARDO et al., 2002; KAPER et al., 2004).

A patogénese das infecgdes por EHEC pode ser dividida nas seguintes etapas:
sobrevivéncia no ambiente acido do estbmago, adesdo a mucosa e colonizagcdo do
colon, producdo e absor¢cdo de Stx e lesdo vascular. O sistema de regulacao lhe
permite adaptar-se e sobreviver no ambiente acido do estdmago, possibilitando uma
infeccdo com um numero relativamente pequeno de bactérias (entre 100 e 200).
Ultrapassada a barreira gastrica, as EHEC sobreviventes atingem o intestino grosso,
onde aderem a mucosa, mediada pela intimina, proliferam e produzem a toxina Stx. A

Stx é absorvida pela mucosa, entra na circulagéo e vai agir sobre as células endoteliais,
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principalmente dos pequenos vasos. No colon, deve ocorrer o rompimento de vasos e
nos rins ocorre obstrugdo dos vasos do glomérulo, o que leva a insuficiéncia renal
(ORDONEZ & TRABULSI, 2005).

Cepas de E. coli pertencentes a mais de 200 sorotipos podem expressar Stx
(JOHNSON et al., 1996). As STEC séo causas de um amplo espectro de doencas,
compreendendo desde uma diarréia branda até casos severos de CH que podem
evoluir para complicagbes extraintestinais graves, como a SHU e a Purpura
Trombocitopénica Trombética (PTT). O sorotipo O157:H7 é ainda o predominante entre
as EHEC e o mais frequentemente associado a surtos de origem alimentar (VOLD et
al., 1998; EDUARDO et al., 2002).

A CH é resultado do edema na mucosa do célon, erosdao e hemorragia. O
periodo de incubacédo geralmente varia entre 1 a 2 dias, apesar de periodos mais
longos (3 a 5 dias) ja terem sido relatados. O inicio dos sintomas € marcado por uma
subita dor severa, seguida por diarréia aquosa. Nauseas e vOmitos ocorrem nos
estagios iniciais da doencga, associados a distensdo abdominal. Dentro de 1 a 2 dias a
doenca progride para uma diarréia sanguinolenta. A temperatura do paciente
geralmente € normal, embora a febre alta possa estar presente nos idosos. A taxa de
mortalidade em alguns surtos alcangou 36%, enquanto que em outros, nenhuma morte
foi registrada (VARNAM, 1991; BUCHANAN & DOYLE, 1997).

Na maioria dos pacientes, a diarréia sanguinolenta ndo desenvolvera sequelas
aparentes, mas em cerca de 10% dos doentes menores de 10 anos (e em muitos
pacientes idosos) a doenga progredira para SHU. A SHU é definida por uma triade:
anemia hemolitica, trombocitopenia e insuficiénica renal (NATARO & KAPER, 1998). A
principal manifestacao clinica € a insuficiéncia renal que afeta a grande maioria dos
pacientes, acompanhada de palidez, hematomas e petéquias. A hipertenséo arterial e
manifestacdes neurolégicas como irritabilidade, letargia, convulsdes, coma,
apresentam-se em 25% dos afetados. Alteragdes em outros érgaos, como pancreas e
coracao, tém sido descritas na literatura com importante frequéncia (EDUARDO et al.,
2002).
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Outra complicagcéo associada as infecgbes causadas por EHEC é a PTT. Ela
possui todas as caracteristicas clinicas da SHU, embora a lesdo renal seja geralmente
menos severa. E uma sindrome caracterizada pela presenca de anemia hemolitica
microangiopatica, trombocitopenia, sintomas neurolégicos, insuficiéncia renal e febre,
sendo restrita principalmente aos adultos (RUGGENENTI & REMUZZI, 1990; LUTZKY
et al., 2004). Em idosos, a taxa de mortalidade pode ser de 50% (FDA, 2009a).

A EHEC é transmitida ao homem principalmente através do consumo de
alimentos contaminados, como carne moida crua ou mal-cozida e leite cru. A
contaminacao fecal de agua e outros alimentos, bem como a contaminagédo cruzada
durante a preparacdo dos mesmos, também levam a infeccédo. Exemplos de alimentos
implicados em surtos de E. coli O157:H7 incluem hamburgueres mal cozidos, salame
seco curado, suco de maga nao-pasteurizado, iogurte, queijo e leite. Frutas e hortalicas
(couve, alface, repolho, salada) estdo associadas a um numero crescente de surtos em
que a contaminacéo pode ser decorrente do contato das fezes de animais domésticos
ou selvagens, em algum momento durante o cultivo ou manipulacdo. Embora a
quantidade de microrganismos necessaria para causar a doenca nao seja conhecida
(dose infectante), suspeita-se que seja semelhante a da Shigella sp. (10
microrganismos) (CVE, 2000; WHO, 2005).

As EHEC tém constituido um sério problema de saude publica na maioria dos
paises desenvolvidos, como EUA, Canada, Japéo, Reino Unido, Alemanha e outros
(ORDONEZ & TRABULSI, 2005). Nos EUA, estima-se que a E. coli O157:H7 cause,
anualmente, 73.000 infecgbes, 2.168 hospitalizagbes e 61 mortes (MEAD et al., 1999).
No periodo de 1982 a 2002, o Centro de Controle e Prevengcdo de Doencgas (CDC)
investigou 350 surtos ocasionados por E. coli O157:H7 em 49 estados dos EUA,
representando 8.598 casos, com 1.493 hospitalizagbes, 354 casos de SHU e 40 mortes
(RANGEL et al., 2005).

Em 1990, um surto de gastrenterite no norte de Dakota, EUA, acometeu pelo
menos 70 pessoas, das quais 16 foram hospitalizadas e 2 criangcas desenvolveram

SHU. Um rosbife servido em um jantar foi a fonte mais provavel de infeccdo, e os
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sintomas mais frequentes foram: diarréia (93%), célicas abdominais (79%), diarréia
sanguinolenta (39%) e nausea (30%) (CDC, 1991).

Entre novembro de 1992 e fevereiro de 1993, mais de 500 infecgbes com E. coli
0157:H7 foram confirmadas em laboratério, com 4 mortes em 4 estados do noroeste
dos EUA: Washington, Idaho, Califérnia e Nevada. O surto de CH e SHU foi provocado
pela ingestdo de hamburgueres contaminados em uma rede de restaurantes (CDC,
1993). Em julho de 1993, 3 casos de infecgéo por E. coli O157:H7 entre residentes de
uma pequena comunidade na Califérnia, EUA, foram confirmados. E. coli O157:H7 foi
isolada a partir da carne moida que foi usada no preparo de hamburgueres, o alimento
incriminado. A diarréia sanguinolenta foi o sintoma mais comum entre os pacientes
(CDC, 1994).

Um surto de E. coli O157:H7, em junho de 2002, entre moradores de Colorado,
EUA, e em outros 6 estados, envolveu 28 pessoas que ingeriram carne moida
contaminada. Sete pacientes foram hospitalizados e 5 desenvolveram SHU (CDC,
2002a). O consumo de carne moida contaminada por E. coli O157:H7 foi responsavel
por um outro surto em 8 estados dos EUA entre setembro e novembro de 2009. Vinte e
seis pessoas foram acometidas, com 19 hospitalizagbes, 5 casos de SHU e 2 mortes
(CDC, 2009a).

Na Ameérica do Sul, varios casos tém sido registrados no Chile e na Argentina,
este ultimo é considerado o pais com o maior nimero de casos de SHU no mundo. No
Brasil, foram notificados até agora pouquissimos casos de infecgdo por EHEC, néo se
sabendo as razbes. A frequéncia elevada da SHU na Argentina tem sido atribuida ao
grande consumo de carnes, inclusive, pelas criangas (ORDONEZ & TRABULSI, 2005).

De 1998 a 2007, foram notificados 89 casos de SHU no Estado de S&o Paulo,
com média de 9 casos por ano, computando 35 ébitos e taxa de letalidade de 40%
(CVE, 2000). Em 2001, foram isoladas 2 cepas de E. coli O157:H7 de pacientes com
diarréia, residentes em Campinas, SP. Um com histéria de ingestdo de hamburguer e
outro de carne moida. Entretanto, ndo foi possivel a comprovacao laboratorial dos
alimentos suspeitos, bem como, ndo se conseguiu estabelecer a relagao entre os casos
(EDUARDO et al., 2002).
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Um estudo retrospectivo realizado no Estado de Sao Paulo a partir da base de
dados AIH/DATASUS, no periodo de 1998 a 2000, apontou para a existéncia de 15
casos de SHU, sendo que 12 apresentaram histéria anterior de diarréia de possivel
associagédo com E. coli O157:H7; destes, 9 tiveram diarréia sanguinolenta e 80% dos
casos eram criangas de 0 a 3 anos (EDUARDO et al., 2002).

O principal reservatério das EHEC é o trato intestinal bovino (KAPER et al.,
2004), sendo suas fezes responsaveis pela contaminagdo de alimentos (GRIFFIN,
1995). O couro, tanto do bovino criado em confinamento quanto criado a pasto, torna-se
carreador de uma mistura de bactérias fecais, incluindo E. coli O157:H7. No momento
do abate, uma parte dessas bactérias habitantes do couro e presente nas fezes é
transferida para a carcaca, contaminando a carne (ELDER et al., 2000; ARTHUR et al.,
2008).

As E. coli produtoras de Stx sdo geralmente isoladas de animais saudaveis,
embora possam estar associadas com um episodio inicial de diarréia em animais
jovens, seguida pela colonizagdo assintomatica (NATARO & KAPER, 1998). Bovinos
adultos e bezerros desmamados que carreiam E. coli O157:H7 geralmente
permanecem assintomaticos, mas eliminam as bactérias no ambiente através de suas
fezes (GANSHEROFF & O’'BRIEN, 2000).

A dieta e as praticas de manejo nos grandes sistemas de producéo (pasto e
confinamento) podem influenciar a prevaléncia e os numeros de E. coli e E. coli 0157
eliminada por estes animais (FEGAN et al., 2004a). Os bovinos sdo muitas vezes
alimentados com dietas de alta concentracdo de grdos para maximizar a eficiéncia do
crescimento (HUNTINGTON, 1997). O tipo de grao utilizado na ragédo de acabamento
pode afetar significativamente a eliminagdo de E. coli O157:H7 pelas fezes
(CALLAWAY et al., 2004).

Estudos indicam que uma mudancga abrupta na ingestdo de uma dieta rica em
graos para uma dieta baseada em forragens, diminui a populacao de E. coli no animal,
embora a magnitude do seu efeito ndo seja sempre consistente (CALLAWAY et al.,
2003). DIEZ-GONZALEZ et al. (1998), ao submeterem os bovinos a uma mudanca

abrupta de racdo para uma dieta com 100% de feno, obtiveram diminuicbes
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significativas de E. coli e populacdes de E. coli acido-resistentes dentro de 5 dias.
KEEN et al. (1999) dividiram em dois grupos distintos bovinos naturalmente infectados
com E. coli O157:H7: um mantido com ragéo de confinamento e o outro com feno. Dos
bovinos alimentados com graos, 52% mantiveram-se E. coli O157:H7 positivos, em
comparacéao a 18% dos bovinos alimentados com feno. No entanto, BAALE et al. (2004)
observaram que bovinos submetidos a dietas ricas em feno, apresentaram culturas
positivas de E. coli O157:H7 por um periodo mais prolongado, além de um maior
numero desses microrganismos, quando comparado a bovinos alimentados com dietas
ricas em graos. HOVDE et al. (1999) obtiveram resultado semelhante, embora a E. coli
0O157:H7 tenha sido inoculada experimentalmente.

Em relagéo aos sistemas de produgédo, DONKERSGOED et al. (1997) afirmaram
que os couros dos animais mantidos em regime intensivo estdo mais susceptiveis a
acumular grandes quantidades de material fecal e, consequentemente, maior numero
de organismos fecais, em virtude da grande aproximagdo dos bovinos, quando
comparados ao regime extensivo. Entretanto, bovinos em pastagens, como no Brasil,
podem estar em contato com ambientes contendo fezes, efluentes de esgoto, alimentos
e agua contaminados (GENIGEORGIS, 1987).

Durante uma investigagdo em um matadouro no sul de Yorkshire, CHAPMAN et
al. (1993) isolaram E. coli O157 em 4% (84) das amostras de suabe retal bovino, das
quais 93% eram VT+ e em 30% (7) das amostras de suabe de carcagca daqueles
bovinos anteriormente positivos para o suabe retal. CHAPMAN et al. (1997) isolaram E.
coli O157 em 246 (13+4%) amostras de fezes de 1.840 bovinos de corte e em 268
(16£1%) amostras de fezes de 1.661 bovinos leiteiros, logo ap6s o abate. Desses,
86+3% dos isolamentos foram do sorotipo E. coli O157:H7. Em Lugo, na Espanha, a
taxa de prevaléncia de VTEC para vacas e bezerros assintomaticos foi de 35 e 37%,
respectivamente (BLANCO et al., 1997).

Em um frigorifico no norte da Italia foi encontrada VTEC O157 em 16,6% dos
bovinos confinados e em 16,1% das vacas leiteiras, sendo a taxa de isolamento maior
durante o veréo (17,5%), comparado ao inverno (2,9%) (BONARDI et al., 1999). No
oeste dos EUA, 28% (91 das 327) e 11% (38 das 355) das amostras de fezes e de
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couro foram positivas para EHEC 0157, respectivamente. Para as amostras de
carcagas, 17% foram positivas para EHEC O157 no po6s-processamento, antes da
refrigeragdo (ELDER et al., 2000). No Jap&o, a prevaléncia de STEC O157 nas fezes
de bovinos naturalmente infectados foi de 3,5%, com concentragéo nas fezes (10g)
variando de 4 a >110.000 UFC (WIDIASIH et al., 2003).

Em 2002, OMISAKIN et al. (2003) encontraram uma taxa de prevaléncia de 7,5%
em amostras de fezes colhidas do reto de bovinos abatidos. Dos 44 animais infectados,
9% eram “supershedders”, eliminando E. coli 0157 em concentragdes de >10* UFC.g™.
A partir dos resultados, os autores concluiram que a presengca de animais
“supershedders” no frigorifico aumenta o risco potencial de contaminagdo da carne
durante o processo de abate. MCEVOY et al. (2003b) identificaram E. coli O157:H7 em
2,4% das amostras fecais e 3,2% das amostras de carcaga em um frigorifico comercial
da Irlanda. De acordo com MEICHTRI et al. (2004), na Argentina, 0,5% das carcacgas de
novilhos criados em confinamento apresentaram E. coli O157:H7 na area do abate.

FEGAN et al. (2004a) relataram, na Australia, uma prevaléncia de 13% para E.
coli 0157 isolada nas fezes, ndo havendo diferenca entre bovinos a pasto (10%) e
bovinos confinados (15%). Um estudo realizado nos Estados de Colorado, Nebraska e
Montana, nos EUA, detectaram 24,7% (111/450) de amostras fecais positivas para E.
coli 0157 em bovinos confinados. Treze (86,7%) dos 15 currais apresentaram pelo
menos uma amostra positiva para E. coli 0157 (DEWELL et al., 2005). Ainda nos EUA,
em estudo realizado por ARTHUR et al. (2008), mostrou que a prevaléncia de E. coli
0157:H7 no couro de bovinos confinados foi de 66% e nas fezes de 24,5%.

FOX et al. (2008) isolaram E. coli O157 em 2,6% das amostras de carcacga
bovina na pré-evisceracdo e em 30% dos caminhdes de transporte. Na Argentina, das
1.622 carcacas bovinas quentes amostradas em frigorificos habilitados a exportagéo
por MASANA et al. (2010), 2,6% apresentaram STEC O157.

No Brasil, CERQUEIRA et al. (1999) detectaram uma alta ocorréncia (71%) de
Stx em fezes de bovinos saudaveis no Estado do Rio de Janeiro-RJ, sendo mais
frequente entre os bovinos leiteiros (82%) do que os bovinos de corte (53%). VICENTE

(2006) observou uma alta prevaléncia (72,16%) de sequéncias Stx nas fezes de
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bovinos leiteiros de Jaboticabal-SP, onde 60% dos rebanhos apresentaram E. coli 0157
em suas fezes.

IRINO et al. (2005) ao analisarem amostras fecais de bovinos leiteiros em S&o
Paulo-SP, encontraram taxas de isolamentos de STEC variando de 3,8% a 84,6%,
dependendo da fazenda estudada, e 25,5% de animais colonizados com STEC.
RIGOBELO et al. (2006) estudaram carcagas de bovinos confinados no Estado de Séo
Paulo e encontraram apenas uma amostra apresentando STEC, entre 80 analisadas.
De acordo com TRISTAO et al. (2007), 28% e 65% das fezes de bovinos sadios
apresentaram STEC, no Estado do Rio Grande do Sul e Rio de Janeiro,
respectivamente, sugerindo que o bovino saudavel pode ser uma fonte potencial de
infecgéo para os humanos.

Em recortes carneos a incidéncia de E. coli O157:H7 é frequentemente baixa.
Nos Estados Unidos, KENEDDY et al. (2006) n&o a isolaram de nenhuma das 1.199
amostras de recortes bovinos analisadas. STOPFORTH et al. (2006) observaram em
média, 0,3% das amostras de cortes de carne bovina in natura contaminadas por E. coli

0157:H7, todos derivados da area do lombo.

2.2.2 Listeria sp.

A Listeriose de origem alimentar é uma doenca relativamente rara, mas grave,
com altos indices de mortalidade (20% a 30%) em comparagdo a outros patégenos
transmitidos por alimentos, como as Salmonelas. A doenga, em grande parte, afeta
segmentos especificos da populagéo que tém maior susceptibilidade, sendo observada
principalmente em paises industrializados (WHO/FAQ, 2004).

O género Listeria compreende bacilos pequenos, regulares, que podem se
apresentar em unidades ou em cadeias pequenas. Suas células sdo Gram-positivas,
nao esporogénicas, nao capsuladas, méveis a 20-25°C e anaerbbias facultativas. Sao
catalase-positivas e oxidase-negativas, com temperatura 6tima de multiplicagdo entre
30 e 37°C (HOLT et al.,, 1994). As Listerias estdo amplamente distribuidas no meio

ambiente e podem ser recuperadas de pastagens, solo, alimentos, fezes humanas e de
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animais, efluente de esgoto e corpos de agua (VAZQUEZ-SALINAS et al., 2001; QUINN
et al., 2005).

Sao reconhecidas oito espécies de Listeria: L. monocytogenes, L. ivanovii, L.
innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L. denitrificans, L. murrayi e L. grayi, no entanto
constantes alteracdes taxondmicas vem sendo realizadas (FRANCO & LANGRAF,
2008). As espécies L. innocua, L. murrayi e L. grayi sao consideradas ndo patogénicas;
L. seeligeri, L. ivanovii e L. welshimeri raramente causam infeccdo humana, reservando
a L. monocytogenes o papel de espécie mais importante (ICMSF, 1998).

A L. monocytogenes pode se multiplicar dentro de uma grande variedade de
temperaturas, que vai de 2,5 a 45°C, conquanto existam relatos de multiplicagdo a 0°C.
Suporta repetidos congelamentos e descongelamentos. Embora o pH 6étimo para a
multiplicac&o desta bactéria esteja entre 6 e 8, ela pode tolerar valores entre 5,5 e 9,6.
A atividade de agua o6tima para sua multiplicagdo é proxima a 0,97, além de ser
considerada relativamente tolerante ao NaCl. Na industria da carne, este microrganismo
pode ser problema, uma vez que sobrevive aos niveis recomendados de nitrato de
sédio e de cloreto de sodio (120mg/kg de NaNO3 e 3% de NaCl) (VARNAM, 1991;
QUINN et al., 2005; FRANCO & LANDGRAF, 2008).

Embora seja um organismo comum na natureza, € considerada uma importante
causa de zoonoses. Tanto o homem, os animais e o ambiente servem como
reservatorios desta bactéria. E patogénica para uma extensa variedade de animais e
também pode ser encontrada no trato intestinal de animais saudaveis e com infec¢des
subclinicas, sendo eliminada pelas suas fezes (VARNAM, 1991; GRACEY & COLLINS,
1992). Tem sido relatada em pelo menos 37 espécies de mamiferos (domésticos e
selvagens), 17 espécies de passaros e possivelmente em algumas espécies de peixes
e crustaceos. Alguns estudos sugerem que de 1% a 10% da populagdo humana seja
portadora intestinal deste patégeno (FDA, 2009b).

As fontes de infeccdo de origem alimentar em bovinos de corte ndo sdo bem
conhecidas. Varios estudos ao redor do mundo atribuiram a infec¢do, em bovinos, para
o sistema de manejo, incluindo as praticas nutricionais (MOHAMMED et al., 2010). O

alimento fornecido aos animais foi reconhecido como uma fonte de L. monocytogenes
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em infecgbes entre animais de fazenda, especialmente ruminantes. Embora a silagem
tenha sido identificada como uma importante fonte deste microrganismo, parece
provavel que a infeccédo pode também ser adquirida durante o pastejo, especialmente
quando é permitido que os animais se alimentem na vegetagdo natural (VARNAM,
1991).

No Japéo, a L. monocytogenes foi encontrada em 1,9% das amostras fecais de
bovinos (lIDA et al., 1991). Em amostras de fezes bovinas colhidas em abatedouros
locais na provincia de Elazig, Turquia, a prevaléncia de L. monocytogenes foi de 1,53%.
Os resultados indicaram que as fezes desses animais podem ser uma fonte de
contaminacédo das carcacgas, podendo transmitir a Listeriose (KALENDER, 2003). Na
Califérnia, a L. monocytogenes foi isolada de 3,1% das amostras fecais de vacas e
3,75% de bezerros, nas operacdes de abate (MOHAMMED et al., 2010).

Nas plantas de elaboragdo de alimentos, as superficies umidas albergam
Listerias e isso, unido a capacidade de multiplicacdo a temperaturas baixas, possibilita
encontra-las em frigorificos e unidades de refrigeracédo (ICMSF, 1998). Pisos e ralos
sédo considerados fontes primarias de L. monocytogenes nas plantas de
processamento, todavia pode ser encontrada em varios equipamentos e ambientes
como vedacgdes, correias transportadoras, maquinas de fatiar, cortar e embalar,
contentores, facas, mesas e paredes; muitos pela dificuldade na higienizacdo dessas
partes ou equipamentos (VARNAM, 1991; MORETRJ & LANGSRUD, 2004).

SAMELIS & METAXOPOULOS (1999) isolaram Listeria spp. em 14,3% dos
equipamentos amostrados, sendo que em 68,8% deles foi observada a presenca de L.
monocytogenes. Em 6,5% das amostras de superficies de ambiente e equipamentos,
pesquisadas na Italia por PECCIO et al. (2003), havia L. monocytogenes.

A L. monocytogenes entra nas plantas industriais por meio da terra existente nos
sapatos e roupas dos trabalhadores, da equipe de transporte de alimentos crus de
origem animal e possivelmente por meio dos portadores humanos saos. As fezes e
couro dos bovinos também tém sido identificados como fontes de Listeria, incluindo L.
monocytogenes. Uma vez instalada no local, € capaz de aderir a varios tipos de

superficie (que incluem o ago inoxidavel, vidro e borracha). Sobrevive nos dedos dos
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operarios apds a lavagem das maos e nos aerossois (MARZOCCA et al.,, 2004;
PRENDERGAST et al., 2007).

Um importante aspecto a ser considerado nas industrias de alimentos € o fato de
existirem cepas de L. monocytogenes persistentes, as quais s&o capazes de
permanecer meses, ou até anos, no ambiente de processamento, podendo assim
provocar contaminagdes recorrentes no produto final (MARKKULA et al., 2005). A
dificuldade em eliminar esse microrganismo das industrias €& potencializada pelas
condicbes de umidade, temperatura e presenca de matéria organica, que aliadas a
habilidade do patégeno em produzir biofilmes, podem desencadear a colonizacao de
superficies de equipamentos e utensilios (UHITIL et al., 2004). Contudo, tais biofilmes
podem agir como um reservatério para a contaminagdo de L. monocytogenes na
industria de alimentos (MJRETRQ & LANGSRUD, 2004).

Entre 1998 e 1999, GUDBJORNSDOTTIR et al. (2004) realizaram uma pesquisa
em 6 plantas de processamento de carnes nos paises nordicos. A incidéncia de Listeria
nessas plantas foi de 13,3%, sendo 4,8% correspondente a L. monocytogenes. Nas
amostras de carne bovina, a incidéncia média de L. monocytogenes foi de 15,6%. Na
Argentina, MARZOCCA et al. (2004) detectaram L. monocytogenes em 5% das
amostras de carne picada servida fria e embalada a vacuo, em 5% das amostras
colhidas no setor de embalagens, de 6,7% nas linhas de processamento de carne e em
1,5% nos locais de venda personalizada.

No Brasil, BARROS et al. (2007), ao colherem amostras em 11 estabelecimentos
varejistas de carnes localizados na regido de Londrina-PR, encontraram Listeria spp.
em 76 amostras de equipamentos, 23 de ambientes e 68 de produtos carneos. Em
Niter6i-RJ, MANTILLA et al. (2007) analisaram amostras de carne bovina moida
resfriada, previamente embalada, provenientes de estabelecimentos comerciais.
Cinquenta por cento das amostras analisadas apresentaram contaminacao por Listeria
spp., sendo 6,7% positivas para L. monocytogenes.

A L. monocytogenes é um contaminante frequente de alimentos, sendo esta sua
principal via de transmissdo (GARCIA-ALVAREZ & CHAVES, 2007). Estudos relatam o

isolamento dessa bactéria em carne e produtos carneos, leite cru e supostamente
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pasteurizado, queijos (particularmente as variedades de maturagdo suave), sorvete,
agua, patés de carne, molhos de carne crua fermentada, salsicha, sanduiches,
alimentos prontos para o consumo, arroz frito, saladas, verduras e hortalicas e
alimentos de origem marinha, inclusive alimentos refrigerados e, ainda, manipuladores
de alimentos. Magarefes de matadouros tém sido reportados como portadores
assintomaticos (LOW & DONACHIE, 1997; ICMSF, 2000; BARRETO, 2001; CVE, 2003;
FDA, 2009b).

Embora a L. monocytogenes e outras espécies de Listerias tenham sido isoladas
de muitos tipos diferentes de alimentos crus e processados, as principais fontes e rotas
de contaminagdo ainda ndo sdo totalmente compreendidas (GUDBJORNSDOTTIR et
al., 2004).

Estudo realizado por COILLIE et al. (2004), na Bélgica, L. monocytogenes foi
isolada em 23,9% das amostras de peixes, 14,3% das amostras de carne e em 40,5%
das amostras de queijo. Trabalho desenvolvido em Portugal, por MENA et al. (2004),
detectou 3 (17,7%) amostras de carne bovina crua positivas para L. monocytogenes.

VITAS et al. (2004), ao realizarem uma pesquisa em amostras de alimentos
obtidas de diferentes industrias e mercados do norte da Espanha, encontraram 34,9%
de amostras de carne bovina e suina cruas positivas para L. monocytogenes. Entre
2006 e 2007, das 2.168 amostras de carne fatiada colhidas no Reino Unido, 3,7% foram
positivas para L. monocytogenes dentro do prazo de validade, e 4,2% no final do prazo
de validade (LITTLE et al., 2009).

Em adultos imunocompetentes a infeccao por L. monocytogenes geralmente
apresenta-se assintomatica. No entanto, € mais frequente a sua atuacdo como
patdbgeno quando as condigdes de acolhimento sao favoraveis para isso, como € o caso
de gestantes e fetos, com infecgbes neonatal e perinatal; pessoas imunossuprimidas
devido a utilizacdo de medicamentos como corticosteroides, drogas para cancer, para
transplantados; pacientes com leucemia, cancer e AIDS; diabéticos, cirréticos,
asmaticos e os com colite ulcerativa; idosos e pessoas normais fazendo uso de
antiacidos ou cimetidina (CVE, 2003; GARCIA-ALVAREZ & CHAVES, 2007).
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Listeriose € a denominagdo de um grupo geral de desordens causadas pela L.
monocytogenes. As manifestacdes da doenca incluem septicemia, meningite (ou
meningoencefalite), encefalite, infec¢ao cervical ou intra-uterina em gestantes, as quais
podem provocar aborto espontaneo (2°. ou 3°. trimestre) ou natimortos. O inicio dessas
desordens € comumente precedido por sintomas semelhantes ao da gripe, com febre
persistente. Sintomas gastrintestinais, como nausea, vomito e diarréia podem preceder
ou acompanhar as formais mais graves da Listeriose. Outros danos como endocardite,
lesbes granulomatosas no figado e outros 6rgados, abscessos internos ou externos e
lesdo cutédnea papular ou pustular também podem estar presentes (CVE, 2003; FDA,
2009b).

O periodo de incubacéo é variavel. Casos de surtos apresentaram um periodo de
3 a 70 dias ap6s uma simples exposicéo ao produto implicado, mas a média é estimada
em 3 semanas. A dose infectante da L. monocytogenes é desconhecida, mas acredita-
se variar conforme a cepa e a susceptibilidade da vitima. Em casos contraidos através
de leite pasteurizado ou cru, por pessoas suscetiveis, menos de 1.000 organismos
podem causar a doenga. No Brasil, € subdiagnosticada e subnotificada (CVE, 2003).

Segundo o CDC (2008b) estima-se que, nos EUA, 2.500 pessoas adoecem
seriamente por Listeriose a cada ano e, destas, 500 vém a 6ébito. Embora os surtos
causados por L. monocytogenes tenham sido associados com a ingestdo de varios
tipos de alimentos contaminados, a maioria dos casos de Listeriose nos EUA ocorre de
forma isolada ou esporadica (CDC, 1992). O consumo de produtos prontos para o
consumo tem sido ligado principalmente a surtos, pois sdo produtos consumidos sem o
prévio tratamento térmico (TOMPKIN, 2002).

Em 1988, uma mulher com cancer foi hospitalizada em Oklahoma, EUA, com
sepse causada por L. monocytogenes. O mesmo microrganismo foi isolado de um
pacote aberto de salsichas de peru do refrigerador da paciente e de dois pacotes
fechados do mesmo produto em uma loja local (CDC, 1989). Em 1998, 40 casos € 4
mortes, provocados pelo mesmo sorotipo de L. monocytogenes (4b) isolados de
salsichas para cachorro quente foram identificados em 10 estados dos EUA (CDC,
1998).
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Em 2000, um surto envolvendo 29 pessoas foi relatado em 10 estados dos EUA.
A Listeriose causada pela ingestao de carne de peru pronta para o consumo provocou 4
mortes (CDC, 2000). Em 2002, outro surto envolvendo o mesmo alimento foi descrito
em 8 estados dos EUA. Foram confirmados 46 casos, 7 Obitos e 3 natimortos ou
abortos (CDC, 2002c).

Um surto de L. monocytogenes envolvendo o consumo de carne de peru foi
relatado, em 2002, em nove estados dos EUA. Cento e oitenta e oito pessoas foram
atingidas; entre elas gestantes, neonatos, individuos imunocomprometidos e idosos
(GOTTLIEB et al., 2006). Em 2007, 122 casos de Listeriose e taxa de incidéncia de
0,27 por 100.000 habitantes foram descritos nos EUA (CDC, 2008a).

2.2.3 Salmonella sp.

A Salmonelose € uma das doengas transmitidas por alimentos mais
frequentemente relatadas ao redor do mundo. A cada ano, estima-se que 1,4 milhdes
de pessoas, nos EUA, desenvolvam a doenga, com aproximadamente 14.800
hospitalizacées e 415 mortes (CDC, 2005). Em 2008, dos 18.499 casos de infecgcéo
confirmados laboratoriamente em dez Estados dos EUA, 7.444 foram causados por
Salmonelas (CDC, 2009b). Os gastos com a Salmonelose de origem alimentar, para a
populacdo norte-americana, chegam a US$ 2.329.000 anualmente, entre cuidados
médicos e perda de produtividade (WHO/FAQO, 2002).

No Brasil, entre os anos de 1999 e 2008, a Salmonella spp. foi o agente
etiolégico mais frequentemente envolvido em surtos de doencas transmitidas por
alimentos, correspondendo a 42,9% (1.275) dos surtos registrados (BRASIL, 2008). A
Salmonella Enteritidis tem sido o sorotipo mais comumente isolado de casos de
infeccdes humanas e também de materiais de origem n&o humana, principalmente de
alimentos (CVE, 2010).

Budd foi o primeiro pesquisador a deduzir que a febre tiféide era transmitida pela
agua e pelos alimentos. Salmonella Typhi, o agente etiologico da enfermidade, foi

descoberto em 1880 por Erberth e isolado em 1884 por Graffy. Smith e Salmon, em
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1885, realizaram os primeiros isolamentos de Salmonella na area de microbiologia
veterinaria, quando identificaram um bacilo de suinos jovens com disturbios intestinais,
denominado Bacillus cholerasuis. Somente em 1890, em homenagem ao seu
descobridor, Dr. Salmon, o agente recebeu a denominacao de Salmonella. O primeiro
surto de Salmonelose trasmitida por alimentos confirmado em laboratério envolveu 57
pessoas que ingeriram carne de uma vaca doente. Foi isolada S. Enteritidis dos érgéos
de uma vitima que n&o havia sobrevivido, da carne e do sangue do animal. Desde
entdo, as Salmonelas tém sido identificadas como a causa mais importante de febre
entérica e de gastrenterites (ZWADYC, 1980; ICMSF, 1998).

O género Salmonella ¢é um membro tipico da familia Enterobacteriaceae,
formado por bacilos Gram-negativos ndo formadores de esporos, de superficie lisa,
oxidase-negativos e catalase-positivos. A célula bacteriana mede 0,7-15um de largura
por 2-5um de comprimento. Sao anaerdbios facultativos, geralmente mobveis por
flagelos peritriquios, produzem gas a partir da glicose (exceto S. Typhi) e sdo capazes
de utilizar o citrato como unica fonte de carbono. Sdo redutores de nitrato, indol
negativos, Voges-Proskauer negativos, vermelho de metila positivos, citrato de
Simmons positivos, lisina e ornitina descarboxilase positivos. Produzem H,S, nao
hidrolisam uréia, desenvolvem-se na presenga de KCN e fermentam manitol (VARNAM,
1991; HOLT et al., 1994; FRANCO & LANDGRAF, 2008).

Segundo GRIMONT & WEILL (2007) sado descritos 2.579 sorovares de
Salmonella, desses 1.531 pertencem a espécie enterica subsp. enterica e somente 22 a
S. bongori. A sorotipagem € baseada no esquema de Kaufmann e White, no qual os
antigenos somaticos (O), de natureza lipolissacaridica, e flagelares (H), de natureza
protéica, séo identificados; ocasionalmente antigenos capsulares (Vi) podem ser
detectados. Em uma modificagdo desse esquema, duas espécies sao propostas: S.
enterica e S. bongori. A Salmonella enterica tem sido dividida em 6 subspécies, as
quais sdo designadas por nomes ou numeros romanos. A maioria das Salmonelas de
importancia veterinaria pertence a S. enterica susp. enterica. As subspécies sao
adicionalmente qualificadas pelo tipo, tendo uma designacéao final - por exemplo, S.

enterica subsp. enterica sorotipo Typhimurium (QUINN et al., 2005; CDC, 2007).
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O pH étimo para a multiplicagdo das Salmonelas fica proximo de 7,0, sendo que
valores superiores a 9,0 e inferiores a 4,0 sdo bactericidas. Dependendo da natureza do
acido utilizado para a acidificacdo, o pH minimo pode subir para 5,5. As Salmonelas
néo toleram concentragbes de sal superiores a 9%. O nitrito é inibitério e seu efeito é
acentuado pelo pH acido. A temperatura ideal para a multiplicacéo € de 35-37°C, sendo
a minima de 5°C e a maxima 47°C. Varios estudos indicam, no entanto, que valores
maximo e minimo dependem do sorotipo. A atividade de agua afeta grandemente o
desenvolvimento das Salmonelas, sendo o limite inferior de 0,94 (ICMSF, 1998;
FRANCO & LANDGRAF, 2008).

A Salmonella spp. € uma bactéria entérica responsavel por enfermidades no
homem e nos animais. Esta relacionada a graves intoxica¢des alimentares, sendo um
dos principais agentes envolvidos em surtos registrados em varios paises (VARNAM,
1991; SHINOHARA et al., 2008). Dependendo do sorotipo e hospedeiro, pode causar
desde uma gastrenterite até febre tiféide, geralmente adquirida pela ingestdo de
alimento ou agua contaminados (MARCUS et al., 2000).

A carne bovina crua é frequentemente contaminada por Salmonelas. A incidéncia
varia de acordo com a espécie, praticas agricolas e padrdes higiénicos durante o abate
e manipulagéo do alimento. Dificilmente as Salmonelas sdo encontradas na carne de
animais domésticos que padecem de septicemia induzida por Salmonella, contudo é
comum que esses microorganismos venham a superficie da carne a partir do conteudo
intestinal e das fezes que se aderem ao pélo, pele e patas dos animais quando estes
sdo levados para o abate. As infec¢des sdo raramente adquiridas diretamente atravées
de carnes cruas. Na maioria dos surtos, a carne foi mal cozida ou contaminada apés o
cozimento pelas méos de manipuladores de alimentos e pela adigdo de ingredientes
contaminados (VARNAM, 1991; ICMSF, 1998).

No Reino Unido, LITTLE et al. (2008), ao analisarem a taxa de contaminacgéo de
amostras de carnes vermelhas por Salmonella, entre os anos de 2003 e 2005,
encontraram 1,1% de amostras positivas para carne bovina. Em 2008, foram analisadas

2.301 amostras de bovinos abatidos em estabelecimentos dos EUA, com 0,5% de
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amostras positivas e 2,4% de positividade para carne bovina moida, dentre 16.763
amostras estudadas (USDA, 2009).

Em 12 propriedades de diferentes regides do Estado de Sao Paulo, LANGONI et
al. (2004) identificaram a presenca de S. Typhimurium e S. Dublin em 6,1 e 5,4% das
amostras fecais de bezerros. Em Ribeirdo Preto-SP, DRUBI (2005) n&o detectou
Salmonella sp. na carne bovina moida analisada. Em Barretos-SP, FONTOURA (2006),
ao avaliar meias carcagas bovinas logo apds a lavagem, néo encontrou bactérias do
género Salmonella.

Segundo STOLLE (1981) a lama dos cascos e o couro bovino sédo fontes
importantes de Salmonella e a sua incidéncia na linha de abate é proveniente dos
animais que por ali passaram. A bactéria foi identificada por estes autores em 0,75%
das amostras de fezes colhidas em um frigorifico de Berlim, Alemanha. Em outro estudo
neste mesmo frigorifico, 4,3% dos suabes de ferramentas e areas da carcaga onde
tocavam mostraram-se positivos.

ROELS et al. (1997) investigaram a ocorréncia de um surto envolvendo 107
casos confirmados e 51 casos provaveis em Wiscosin, EUA, causado por S.
Typhimurium e associado ao consumo de carne bovina moida. Dentre os sintomas mais
comuns estavam: diarréia (99%), dor abdominal (88%) e calafrio (75%). A compra de
carne previamente contaminada ou da sua contaminagdo por manipuladores de
alimentos foi a provavel origem da contaminagéo.

LA PENA et al. (2001) determinaram que a torta de carne foi o fator de risco mais
importante na ocorréncia de um surto de S. Enteretidis entre 155 funcionarios de um
hospital na Cidade do México, em 1998. Segundo os autores € muito provavel que os
ingredientes utilizados (ovo, batata cozida e carne desfiada) vieram contaminados
desde sua compra ou se contaminaram durante o preparo.

Entre janeiro e abril de 2002, o sorotipo S. Newport foi isolado de 47 pessoas em
cinco Estados dos EUA. A carne moida crua ou mal cozida foi detectada como veiculo
de transmissdo, através de um estudo caso-controle. Predominaram os sintomas de
diarréia (100%), dor abdominal (91%), febre (78%), fezes sanguinolentas (52%) e
vomito (48%), com 17 hospitalizagbes e 1 morte (CDC, 2002b).
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Em 2003 ocorreu o primeiro surto envolvendo S. Typhimurium DT104 nos EUA,
sendo associado ao consumo de carne moida na forma de hamburgueres caseiros ou
carne crua. Foram identificados 58 pacientes e, dos 27 entrevistados para o estudo,
41% foram hospitalizados. Os sintomas incluiram diarréia, colica abdominal, febre e
vOmito (DECHET et al., 2006).

Um surto de S. Typhimurium envolvendo 31 pessoas foi investigado por
departamentos de saude de 6 Estados e um distrito dos EUA em 2004. A carne moida
contaminada foi a principal suspeita. Sintomas como diarréia (100%), dor abdominal
(92%), febre (92%), vomito (65%) e diarréia sanguinolenta (46%) foram relatados pelos
pacientes. A duracdo média da doenca foi de 7,5 dias, com 35% dos pacientes
hospitalizados (CDC, 2006).

Entre 2003 e 2006, 307 isolamentos de S. Typhimurium DT104 e 16 de DT104b
foram obtidos a partir de pessoas com doenca clinica na Dinamarca. Quarenta dos 307
isolamentos foram relacionados a um surto causado por carne crua, servido como
carpaccio em um restaurante (NIELSEN et al., 2009).

A estratégia de viruléncia comum as espécies de Salmonella € a invasao da
mucosa intestinal e multiplicacdo em tecido linféide associado ao intestino (“GAKT”).
Dos tecidos intestinais infectados, os patégenos sé&o drenados para os linfonodos
regionais, onde macrofagos da linha de seios linfaticos formam a primeira barreira
efetiva contra a propagacdo. Se o mecanismo de defesa do hospedeiro limitar a
expansao bacteriana com sucesso a infeccao pode permanecer no intestino e no
“GAKT”. Por outro lado, se os macréfagos localizados nos linfonodos forem incapazes
de evitar sua propagacéo, a Salmonella pode causar uma doenca sistémica (BAUMLER
et al., 2000).

Antigamente acreditava-se que para que um individuo adquirisse uma
Salmonelose de origem alimentar era necessaria a ingestdo de um numero elevado
(>10%) de células viaveis de Salmonella no alimento. Varios estudos, no entanto, tém
demonstrado que diversos fatores podem alterar esse valor. O estabelecimento dos
sintomas, bem como a sua gravidade, depende do sorotipo envolvido, da competéncia

dos sistemas de defesa inespecificos e especificos do individuo afetado e das
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caracteristicas do alimento envolvido. Assim, em alimentos com elevado teor lipidico,
doses infectantes de até 50 células por grama podem ser desencadeadoras de doenca
(FRANCO & LANDGRAF, 2008).

As doencas causadas por Salmonella costumam ser subdivididas em trés
grupos: a febre tiféide, causada pela S. Typhi, as febres entéricas, causadas por S.
Paratyphi (A, B e C) e as enterocolites (ou Salmoneloses), causadas pelas demais
Salmonelas (FRANCO & LANDGRAF, 2008).

A febre tiféide € uma infecgéo sistémica causada por um patogeno adaptado e
restrito ao hospedeiro humano, transmitido pela ingestdo de alimentos ou agua
contaminados por material fecal ou urina. As manifestagdes clinicas e severidade
variam de acordo com a populagéo, a maioria criangas ou adultos jovens entre 5 e 25
anos de idade. ApOs a ingestdo da S. Typhi, um periodo assintomatico segue
normalmente por 7 a 14 dias. O inicio da bacteremia é marcado por febre e mal-estar.
No final da primeira semana ap6s o inicio dos sintomas, os pacientes geralmente
apresentam febre, sintomas como os da gripe, com calafrios, cefaléia, prostracao,
anorexia, nausea, desconforto abdominal mal localizado, tosse seca, mialgia e poucos
sinais ao exame fisico. Lingua saburrosa, abdémen sensivel a palpagéo, hepatomegalia
e esplenomegalia sdo comuns. Os adultos frequentemente tém constipagdo, mas em
criancas pequenas e adultos com HIV a diarréia é mais comum. A febre eleva-se
progressivamente e, ao final da segunda semana, torna-se frequentemente alta (39 a
40°C) e mantida. O exantema macular (‘rose spots”) & relatado em 5% a 30% dos
casos, que sao visualizadas com mais frequéncia no abdémen e térax e raramente nas
costas, bracos e pernas (HOUSE et al., 2001; PARRY et al., 2002).

As febres entéricas sao bastante semelhantes a febre tiféide, mas os sintomas
clinicos sdo mais brandos. Geralmente ocorrem septicemia, febre, vémitos e diarréia.
Enquanto a febre tiféide pode durar de 1 a 8 semanas, as febres entéricas duram, no
maximo, 3 semanas (FRANCO& LANDGRAF, 2008).

As Salmoneloses caracterizam-se por sintomas que incluem diarréia, febre, dor
abdominal ou colicas, vomito, cefaléia e nausea. O periodo de incubacao varia de 8 a

72 horas. Os sintomas podem persistir por até uma semana. As infec¢des variam de
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moderada a severa, sendo ocasionalmente fatais em popula¢des susceptiveis, como
criangcas, idosos e imunocomprometidos. Uma pequena propor¢cao de individuos
infectados pode desenvolver a sindrome de Reiter, uma doenca artritica caracterizada
por dor, irritacdo ocular e dificuldade para urinar (WHO/FAQO, 2002).

Portadores de Salmonelas, decorrente da infecgdo com sorovares adaptados a
humanos, é um fendbmeno comum e a excregcao assintomatica pode perdurar por
semanas, meses ou anos. Geralmente a excrecdo € feita pelas fezes, embora a
excregdo urinaria também possa ocorrer. Parece provavel que a maioria dos
portadores, entre os manipuladores de alimentos, € na verdade convalescente ou
sofreu ativamente com a doenca (VARNAM, 1991).

O habitat primario da Salmonella é o trato intestinal de animais como passaros,
répteis, domésticos, homem e ocasionalmente insetos (JAY, 1978). Alguns alimentos,
especialmente os de origem animal como carnes cruas, ovos, aves, leite e produtos
lacteos, peixe, camarao, pernas de ra e aqueles que estdo expostos a contaminacgao
por aguas residuais, tém sido identificados como veiculos para a transmisséo aos seres
humanos, disseminando para os ambientes de elaboragdo de alimentos e cozinhas.
Fermento, céco, molhos e saladas, misturas para bolos, cremes de doces e coberturas,
gelatina, manteiga de amendoim, cacau e chocolate também estdo associados as
Salmonelas (ICMSF, 1998; FDA, 2009c).

As Salmonelas sado eliminadas principalmente pelas fezes, podendo ser
transmitidas por insetos e outros seres vivos a diversos lugares. Quando agua e
alimentos contaminados s&do consumidos pelo homem e outros animais, esses
organismos sao novamente eliminados com as fezes, perpetuando outra vez o ciclo.
Entre os animais, a contaminacédo se dissemina durante o transporte, a permanéncia
em locais fechados e durante o sacrificio (ICMSF, 1998).

As praticas de criagcdo animal, sistemas de reprodugdo animal, produgao
centralizada de alimentos e ragdo e o comércio internacional de alimentos contribuem
para criar ciclos de perpetuacdo do patdégeno entre o homem e os animais. Os
principais elos das redes de circulagdo s&o animais-ragao-animais, animais-alimentos-

homem e homem-alimentos-homem (ICMSF, 2000).
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Mudancas na dieta podem influenciar na eliminacdo fecal de bactérias
patogénicas em ruminantes (CALLAWAY et al., 2003; LOOPER et al.,, 2006).
FITZGERALD et al. (2003) relataram que o estresse comum a produgdo animal
influencia na eliminagédo de Salmonelas em rebanhos leiteiros. Ruminantes que s&o
alimentados seguindo as exigéncias de manutencdo geralmente tém reduzido as
concentragcbes de acidos graxos volateis e aumentado o pH no rumem, podendo
resultar em aumento da prevaléncia de Salmonelas nas fezes (BROWNLIE & GRAU,
1967).

Segundo LOOPER et al. (2009) o tipo de forragem fornecida aos animais néo
influenciou na prevaléncia de Salmonelas em fezes de vacas de corte. Trabalho
semelhante foi realizado em bovinos de corte, analisando a influéncia dos mesmos
tipos de dieta sobre a prevaléncia de Salmonella (LOOPER et al., 2006). Os autores
também relataram que a eliminagdo fecal de Salmonelas nao foi afetada pelos
diferentes tratamentos de forragens.

As Salmonelas podem permanecer por periodos consideraveis nas fezes e no
pasto. Elas podem permanecer vivas na terra umida por um ano e na terra seca por 16
meses, e ndo sdo destruidas nas carcacas ou miudos mantidos em temperaturas de
refrigeragdo ou congelamento (GRACEY & COLLINS, 1992).

As Salmonelas tém sido extensamente relatadas em bovinos. Eles podem
carrear este organismo nado detectado para dentro dos frigorificos no momento do
abate. Sua presenca em bovinos no abate e a consequente contaminagado cruzada da
carcacga apresenta um significante perigo de seguranga alimentar (MCEVOY et al.,
2003a). S. Typhimurium e S. Dublin parecem ser os sorovares mais comuns isolados de
bovinos, embora a distribuicao destes dois sorovares possa diferir entre paises, e a S.
Dublin n&o estar presente em alguns deles (WRAY & DAVIES, 2000).

Os bovinos e outros animais comportam-se como portadores assintomaticos,
encontrando-se neles, com frequéncia, Salmonelas nas fezes, linfonodos, figado,
vesicula biliar, bexiga, rins, bago e ossos (PARDI et al., 2006). A maioria das infecgbes
é introduzida em rebanhos livres de Salmonella pela aquisicdo de bovinos infectados,

seja por bezerros para a criagao intensiva ou de adultos para reposi¢des. Animais
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comprados podem adquirir a infeccdo quando em transito ou nas revendedoras (WRAY
& DAVIES, 2000).

As infecgbes por Salmonella sdo uma causa importante de mortalidade e
morbidade em bovinos, e casos subclinicos s&o frequentemente encontrados. Animais
adultos de todas as idades podem ser afetados. Nao ha diferengas significativas entre
infeccdes causadas por diferentes sorovares. Na Salmonelose aguda o inicio é subito,
associado a sintomas como febre, prostracéo, perda de apetite e queda na producao de
leite. A febre geralmente abaixa com o inicio de uma severa diarréia, variando de
aquosa verde-castanho a aquosa fétida contendo sangue, muco e fragmentos
necrosados da parede do intestino. Na subaguda, a febre pode ou nao estar presente, e
os outros sintomas s&o menos severos (WRAY & DAVIES, 2000).

Ha uma grande variacdo na severidade dos sinais clinicos, e pode ficar dificil
determinar se a doenga é causada por Salmonela ou se ela assume um papel
secundario (WRAY & DAVIES, 2000).

Em um frigorifico de Alberta, Canada, foi isolada Salmonella em 0,08% das
amostras fecais de bovinos destinados ao abate, ndo sendo encontrada em vacas de
descarte, e variando de 0 a 17% em bovinos jovens (DONKERSGOED et al., 1999).
Das 585 amostras de fezes de bovinos leiteiros da Holanda, com sinais atuais ou
precoces da Salmonelose por S. Dublin, 8,4% foram cultura positivas (VELING et al.,
2002).

MADDEN et al. (2001), ao analisarem 200 carcagas bovinas, observaram a
presenca de Salmonella em trés (1,5%) delas, sendo duas S. Mbandaka e uma S.
Thompson. Na Irlanda, McEVOY et al. (2003a) encontraram Salmonella em 2% das
amostras fecais, 2% das amostras ruminais e 7,6% das amostras de carcaga de
bovinos colhidas em um abatedouro comercial ao longo de 12 meses. O sorotipo mais
prevalente foi a S. Dublin, com 72% das amostras positivas.

Entre setembro de 2002 e janeiro de 2003, FEGAN et al. (2004b) isolaram
Salmonella de 4,5% das amostras de fezes de bovinos criados a pasto e de 9% das

fezes de bovinos confinados, em frigorificos da Australia. Segundo os autores, a raca
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dos animais pode ter contribuido para auséncia de diferenca significativa entre os
sistemas de producao.

Amostras fecais de bovinos em confinamentos de 12 Estados dos USA foram
analisadas para a presengca de Salmonella. Dessas, 6,3% foram cultura positivas,
sendo a S. Anatum (27,4%) o sorotipo mais isolado (DARGATZ et al., 2003). Na Gra-
Bretanha, DAVIES et al. (2004) detectaram 0,2% de amostras positivas em fezes de
bovinos saudaveis em abatedouros.

No Vietna, das 390 amostras de bovinos obtidas, 27,4% foram positivas para
Salmonella; dentre elas, 37 amostras de fezes, 16 de carcaca e 10 de carne. Os
sorovares predominantes foram Anatum, Weltevreden e Lexington, representando
23,8%; 17,5% e 15,8%, respectivamente (VO et al.,, 2006). LOOPER et al. (2006)
encontraram Salmonella em 0,5% das amostras fecais de bovinos alimentados com
forragem e em 37,9% das amostras fecais de bovinos alimentados com forragem
originalmente infectada ou contaminada.

As prevaléncias médias de Salmonelas em couro e carcagas na pré-evisceragao
e pos-intervencdo em frigorificos de 4 regides geograficamente distantes dos EUA
foram de 86,6%; 50,2% e 0,8%, respectivamente. O estudo chama a atencgéo para a
importancia da transferéncia de contaminagéo para a carcaga através da contaminagao
cruzada durante o seu processo de limpeza (BRICHTA-HARHAY et al., 2008). Com o
objetivo de avaliar o efeito de probiéticos na propagacédo de Salmonelas pelas fezes de
bovinos confinados naturalmente infectados, TABE et al. (2008) isolaram o patdgeno
em 12,7%; todas pertencentes ao sorotipo Typhimurium.

No Texas, EUA, MILLER et al. (2008) detectaram Salmonelas em 41% e 50%
das amostras de couro analisadas respectivamente, antes e ap0s a exposi¢cao a poeira
formada durante o carregamento de bovinos criados a pasto. RILEY et al. (2008), ao
colherem amostras de bovinos na Florida e Oklahoma, EUA, identificaram Salmonelas
em 0,04% das amostras fecais.

A prevaléncia de Salmonelas em uma planta de processamento nos EUA variou
de 40% a 68%. No couro o microrganismo foi detectado em 7% das amostras,
(KALCHAYANAND et al., 2009). Alta prevaléncia foi descrita em couros (91%) de
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bovinos abatidos em frigorificos de pequeno porte nos EUA por BOSILEVAC et al.
(2009). Nas carcacas, a prevaléncia na pré-evisceracéao foi de 58%.
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lll. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Realizar, no periodo de um ano, o acompanhamento dos controles
microbiol6gicos ambientais e operacionais da rotina durante o abate de bovinos,
em um abatedouro-frigorifico habilitado a exportagcédo, procurando relaciona-los
as possiveis variagbes sazonais, aos tipos de terminacdo dos animais
encaminhados para abate e a comprovagéo da qualidade higiénico-sanitaria das

operacgdes, procedimentos e da qualidade das carcagas e da carne.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a qualidade das operagdes de abate e a qualidade microbioldgica das
carcagas com base nos resultados dos controles de rotina (CBT, CT e E. coli);

e De acordo com as exigéncias internacionais, seja do Programa de Reducao de
Patogenos no abate ou decorrentes de necessidades impostas por importadores,
verificar o comportamento, representado pela frequéncia da ocorréncia, dos
principais patdgenos de importancia para a qualidade da carne bovina, quais
sejam: E. coli O157:H7, Salmonella enterica e Listeria monocytogenes;

e Associar os resultados dos controles rotineiros, por meio de métodos indicadores
de contaminacéo, a frequéncia da ocorréncia dos patdgenos citados;

e Comparar as estimativas dos microrganismos indicadores em bovinos
terminados a pasto e em confinamento;

e Determinar a frequéncia da ocorréncia de Salmonella spp. em amostras de
carcaca resfriada, associando os resultados em bovinos terminados a pasto e em
confinamento;

e Determinar a frequéncia da ocorréncia de E. coli O157:H7 em amostras de

carcagas resfriadas, associando os resultados em bovinos terminados a pasto e
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em confinamento, assim como em amostras de recortes de carne oriundos da
desossa (carne industrial); e,

Determinar a frequéncia da ocorréncia de Listeria spp. em amostras de
diferentes ambientes do abatedouro-frigorifico e, nessas, investigar a presenca

de L. monocytogenes.
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IV. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em um abatedouro-frigorifico localizado no municipio de
Barretos — SP, Brasil, habilitado para comércio nacional e internacional e cujo volume
de abate é de aproximadamente 850 animais por dia. As amostras foram analisadas no
laboratério do préprio frigorifico, sendo o periodo experimental de um ano, de novembro
de 2008 a outubro de 2009.

4.1 Colheita das amostras
4.1.1 Amostras de ambiente
e Superficies de contato

Seguindo o0 mesmo procedimento aleatério, com sorteios de locais e objetos a
serem amostrados, para a Contagem Bacteriana Total (CBT) ou “Total Viable Count”
(“TVC”) durante o periodo foram colhidas e analisadas 1.192 amostras, perfazendo uma
média de 99,3 amostras mensais.

As amostras de superficie foram colhidas antes do inicio da producgao, logo apos
0 enxague do sanitizante, utilizando um cotonete estéril umedecido em 10mL de BPW.
Em superficies planas foi usado um molde estéril de 20cm?, dentro do qual o cotonete
foi esfregado 10 vezes no sentido ascendente (de baixo para cima) com pressao firme
na superficie, numa inclinacao de 45°. As hastes dos suabes foram quebradas na borda
interna do tubo diluente, sendo mergulhados no meio de cultura (SILVA et al., 2001;
BRASIL, 2003).

e Pesquisa de Listeria

Amostras de superficie de ralos, pisos, evaporadores, esteiras, mesas, dutos e

serras foram obtidas por meio de esponjas de celulose estéreis umedecidas e
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esfregadas 10 vezes no sentido ascendente (de baixo para cima) por toda a superficie
a ser amostrada, priorizando principalmente locais de dificil acesso. As esponjas foram
acondicionadas em bolsas plasticas estéreis (Nasco) contendo 10mL de caldo BAX®
System Listeria. Para essa monitoragdo ha uma rotina semanal a ser desenvolvida,
contemplando no minimo seis (6) pontos de colheita (DUPONT QUALICON, 2005).
Para que possam retratar a realidade e ndo haver preparagdo anterior que
mascare 0s resultados que possam ser obtidos, dentre os diversos ambientes
industriais ha um sorteio imediatamente antes da colheita para definir local e objetos
(equipamento ou instalagcdo) a serem amostrados. Assim, apesar da rotina e prévio
planejamento, isso torna a amostragem aleatoria. A repeticdo, uma ou mais, se impde
quando da constatagdo de resultados positivos, isto €, que evidenciam a presenca do
microrganismo alvo. Isso ocorre para verificacdo da eficacia das medidas corretivas
adotadas e, por tal situacédo, ndo ha uma equivaléncia no numero de amostras de cada
um desses locais. Durante todo o periodo experimental foram colhidas e analisadas 411

amostras.

4.1.2 Amostras de superficie de carcagas

As amostras foram colhidas pelo método n&o destrutivo, de acordo com o
Regulamento (CE) N2 2073/2005 da Comissdo Européia (CE, 2005). Para isso, foram
utilizadas esponjas de celulose estéreis que foram umedecidas e esfregadas numa
inclinacdo aproximada de 45° 10 vezes no sentido horizontal e 10 vezes no sentido
vertical, em uma area de 100cm? (10cm x 10cm), delimitada por um gabarito metalico
em 4 regides das carcagas quentes: pescoco, peito, vazio e regido proxima do lagarto;
e em 3 regides das carcacgas resfriadas: peito, vazio e regido préxima ao lagarto. Ao
amostrar a regido préxima ao lagarto, a esponja era virada por se tratar de uma area de

maior contaminacao (Figura 1).
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Figura 1. Locais aproximados das carcagas onde foram colhidas as amostras.

Para as estimativas da Contagem Bacteriana Total (CBT ou “TVC”), de
Coliformes Totais (CT), de E. coli (coliforme fecal ou termotolerante) e para a pesquisa
de Salmonella spp., as esponjas foram acondicionadas em bolsas plasticas estéreis
(Nasco) contendo 10mL de Agua Peptonada Tamponada (“BPW”). Para a pesquisa de
E. coli O157:H7, as esponjas foram acondicionadas em bolsas plasticas estéreis
contendo 10mL de Caldo Triptcaseina de Soja (“TSB”).

Para a avaliacédo da CBT da superficie de carcagas quentes (ap6s o toalete e
antes da refrigeragdo), completou-se um ciclo anual com amostragem ao acaso,
colhidas uma vez por semana, num total de 100 amostras, as quais corresponderam a
64 carcacas de animais terminados a pasto e 36 de animais de confinamentos. Além
dessas, outras 100, 50 de cada tipo de terminagédo foram amostradas para finalidades

comparativas entre os tipos de terminagéo.
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As pesquisas de Coliformes Totais e de E. coli O157:H7 nao fazem parte da
rotina dos controles operacionais, assim sua amostragem ficou reduzida as 100
carcagas do experimento comparativo entre os tipos de terminagdo, com 50 amostras
para cada um. Para a pesquisa de E. coli em meias-carcacas resfriadas, no periodo
foram colhidas e analisadas 775 amostras, 100 do experimento comparativo (50 de
cada terminacao) e 675 referentes a rotina dos controles operacionais, com uma média
de 64,6 amostras por més.

A pesquisa de Salmonella spp. em meias-carcacgas resfriadas é realizada em
ciclos de 82 amostras, com uma amostra aleatéria por dia. Alem das amostras
correspondentes a dois ciclos completos, foram analisadas outras 100 amostras do
experimento comparativo entre as terminagbes, totalizando 264 amostras; e
correspondendo a 196 carcacas de animais terminados a pasto e 68 terminados em

confinamento.

4.1.3 Amostragem comparativa

Para a realizacédo do estudo comparativo foram obtidas amostras de 100 bovinos
machos, clinicamente sadios, entre novembro de 2008 e fevereiro de 2009, com 50
animais provenientes de fazendas com terminacdo a pasto e 50 de fazendas com
terminagcdo em confinamento. De cada propriedade foram colhidas, aleatoriamente,
amostras de 5 animais, totalizando 10 fazendas com sistema extensivo (8 do Estado de
Sao Paulo, 1 de Minas Gerais e 1 de Goias) e 10 com sistema intensivo (9 de Minas
Gerais e 1 de Goias). De todos os animais foram colhidas amostras de superficie de
meia-carcaga quente, para CBT, e amostras de superficie de meia-carcaga resfriada,
para pesquisa de Salmonella spp., Coliformes Totais, E. coli e E. coli O157:H7.

Somando-se a estas, foram amostradas 64 meias-carcagas quentes de bovinos
terminados a pasto (26 do Estado de Sdo Paulo, 24 de Minas Gerais e 14 de Goias) e
36 de bovinos de confinamentos (26 de Goias e 10 do Estado de Sdo Paulo) para CBT;
146 (61 de Goias, 50 de Minas Gerais, 29 do Estado de S&o Paulo, 4 do Para e 2 do
Mato Grosso do Sul) e 99 (50 de Minas Gerais, 22 de Goias, 21 do Estado de Sao
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Paulo e 6 do Mato Grosso do Sul) meias-carcagas resfriadas de bovinos criados a pasto
e 18 (12 do Estado de Sao Paulo, 5 de Minas Gerais e 1 de Goias) e 112 (67 do Estado
de Sao Paulo, 23 de Goias e 22 de Minas Gerais) de bovinos criados em confinamento
para pesquisa de Salmonella spp. e E. coli, respectivamente.

Terminada a coleta, todas as amostras foram colocadas dentro de uma bolsa
térmica e levadas imediatamente ao laboratério do préprio frigorifico, localizado a cerca

de 30m de distancia da planta de abate, para inicio das analises.

4.1.4 Amostras de recortes carneos

Com o intuito de verificar a presenca de E. coli O157:H7 em recortes carneos,
foram colhidas aleatoriamente em sacos plasticos estéreis, 50g de 5 caixas de recortes
a cada hora de producgédo, totalizando amostras em “pool” de 250g. Além das 67
amostras colhidas durante os experimentos comparativos entre diferentes terminagdes,
outras 256 amostras de recortes foram colhidas durante o ano, geralmente uma por dia
de producao, totalizando 323 amostras que foram analisadas (DUPONT QUALICON,
2005).

4.2 Enumeragao de microrganismos indicadores pelo método Petrifilm

4.2.1 Preparo das amostras para analise

Para a CBT, foram adicionados as bolsas, contendo as esponjas, 90mL de BPW
e 30mL aos tubos diluentes contendo os cotonetes, completando 100mL e 40mL,
respectivamente. Ja para a contagem de Coliformes Totais e E. coli, um volume de
15mL foi adicionado as bolsas, totalizando 25mL. A homogeneizacdo das bolsas foi
feita em “stomacher” por um minuto a 200rpm e dos tubos diluentes em “vortex” a
2800rpm.
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4.2.2 Petrifilm™

A técnica de Petrifilm utilizada foi de acordo com o Método Oficial AOAC. Placas
Petrifilm AC (ISO 4833:2003) foram utilizadas para CBT e placas Petrifim EC (ISO
21528-2:2004) para contagem de Coliformes Totais e E. coli.

A placa Petrifilm é um sistema pronto de meio de cultura. O Petrifilm AC contém
nutrientes do agar padrdao, um agente geleificante soluvel e um indicador tetrazélio. Ja
as placas Petriflm EC, possuem nutrientes do vermelho violeta bile, um agente
geleificante e um indicador de atividade glicuronidasica. Os Coliformes fermentam a
lactose do meio produzindo gas, que é aprisionado em volta da col6nia. Devido a
producéo de gas, o pH do indicador dimimui e o gel se colore de vermelho escuro. E.
coli, por sua vez, produz glucoronidase, que reage com o indicador formando um
precipitado azul em volta da coldnia, permitindo sua identificacdo visual (3M, 2004;
FENG et al., 2002).

Apds a homogeneizagéao, transferiu-se 1mL de cada amostra contida nas bolsas
para a superficie das placas Petrifilm, procedendo-se de acordo com as instrugdes do
fabricante. As placas foram incubadas em estufa a 35°C por 48h na posicao horizontal,
com o lado transparente voltado para cima (3M, 2004).

Para a contagem, foram selecionadas placas Petrifilm AC que apresentaram até
250 colbdnias. As colénias vermelhas, independentemente do tamanho ou intensidade,
foram contadas como microrganismos viaveis. O numero de colénias encontrado na
placa dividido por 4 nas amostras de carcagca e por 0,5 nas amostras de ambiente,
forneceu o nimero de microrganismos viaveis por cm?.

Quanto ao Petriflm EC, placas com até 150 colbnias foram incluidas na
contagem. As colbnias vermelhas associadas a produgéo de gas foram contadas como
Coliformes Totais e as colbnias azuis associadas a producdo de gas, como E. coli.
Dividindo-se o valor encontrado por 12, obteve-se o numero de Coliformes Totais ou de
E. coli por cm?. Os resultados das contagens foram expressos em logio unidades

formadoras de colénia (UFC) por unidade de area (cm?), exceto para CBT em
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superficies, cujos valores foram expressos em unidades formadoras de colbénia (UFC)

por unidade de area (cm?).
4.3 Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR) (DUPONT QUALICON, 2005)
4.3.1 Preparo das amostras para analise

Ambiente: Para a pesquisa de Listeria spp. foram adicionados 25mL do caldo BAX®
System Listeria nas bolsas plasticas contendo as esponjas estéreis, completando
35mL. As bolsas foram homogeneizadas em “stomacher” por um minuto a 200rpm e
incubadas em estufa a 30+1°C por 22 a 26h. Ap6s a aplicagcdo da PCR pelo BAX®
System, as amostras positivas foram investigadas quanto a presenca de L.
monocytogenes. Aliquotas de 0,1mL do pré-enriquecimento primario foram transferidas
para tubos de ensaio de tampa rosqueavel de 10mL, sendo acrescentado a eles 9,9mL
do pré-enriquecimento secundario chamado MOPS-BLEB. Os tubos de ensaio foram

entdo homogeneizados em “vortex” a 2800rpm e incubados a 36+1°C por 18 a 24h.

Carcacgas: Para a pesquisa de Salmonella spp. foram adicionados 50mL de BPW em
bolsas plasticas contendo as esponjas estéreis, completando 60mL. Ja para a pesquisa
de E. coli O157:H7, foram adicionados 90mL de TSB, completando 100mL. As bolsas
foram homogeneizadas em “stomacher” por um minuto a 200 rotagdes por minuto (rpm)

e incubadas em estufa a 36x1°C por 18 a 24h.

Recortes carneos: De cada amostra foi retirada 25g para a pesquisa de E. coli
O157:H7, pesada em bolsa estéril. Foi transferido 225mL de caldo TSB e
homogeneizado em “stomacher” por um minuto a 200rpm. A incubacao foi realizada em
estufa por 18 a 24h a 36+1°C .
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4.3.2 BAX® System

Apds o periodo de pré-enriquecimento, as amostras de carcacgas resfriadas e de
ambiente foram submetidas a analise pela reagdo de PCR, no BAX® System. Foi
retirada uma aliquota de 5uL de cada amostra, sendo adicionada em microtubos
contendo 200uL de lise-protease. Primeiramente, os microtubos foram levados para o
1° bloco aquecedor a 37°C por 20min para analise de Salmonella spp. e E. coli
0O157:H7 e a 55°C por 60min para analise de Listeria spp e L. monocytogenes. Apos o
término do tempo, os microtubos foram transferidos para o 2° bloco aquecedor a 95°C
por 10 min. Em seguida, foram colocados em bloco de resfriamento por cerca de 5 min.
Aliquotas de 50uL foram transferidas para tubos contendo pastilhas de PCR, alojados
em uma “rack”. Por fim, a “rack” contendo os tubos de PCR foi levada ao termociclador
para posterior deteccéo dos patégenos (DUPONT QUALICON, 2005).

Juntamente com as amostras e sempre que ocorria a mudancga de lote dos kits,
foram realizados controles positivos com cepas adquiridas do Instituto Adolfo Lutz (IAL,
SP), com excecao da cepa de E. coli O157:H7, cedida gentilmente pela Fundacao

Oswaldo Cruz (Fiocruz).

4.4 Critérios para interpretacao dos resultados

Embora haja ampla variagdo na literatura e até mesmo a diferenciacao entre
critérios higiénicos, que s&o utilizados para avaliar se as operag¢des estdo sendo
realizadas adequadamente, e critérios de seguranca do alimento, que sao utilizados
para avaliar a seguranca de consumo de lotes ou partidas, optou-se por utilizar critérios
uniformes definidos pela “Food Standards Agency”, UK (FSA, 2010) (Tabela 1), como
uma forma de possibilitar comparacbes com padrdes internacionais. Assim, para
amostragem com suabes ou esponjas em superficies de carcagas, esse critério
subdivide os resultados em trés categorias: Satisfatoria — correspondendo a faixa ideal

ou adequada, Aceitavel — como uma faixa intermediaria também compreendida como
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qualidade marginal, e Insatisfatéria — cujos resultados excedem os adequados ou
esperados, caracterizando condigdo inadequada.

Para fins de verificacdo da limpeza e desinfecgdo, a Decisdo 2001/471/CE
estabeleceu apenas duas categorias de resultados para CBT em superficies variadas:
Aceitavel e Nao aceitavel (BRASIL, 2001).

O controle de L. monocytogenes em produtos prontos para o consumo tem como
objetivo a toleréncia zero, o que néo se aplica as carnes “in natura”; no entanto, a
aplicagcéo dos principios baseados em PPHO nos processos de abate e preparagao de
cortes, permite a redugao deste patégeno nos produtos por eles produzidos. Resultados
positivos frequentes (mais de dois) em amostras ambientais para Listeria spp. indicam a
necessidade de realizacdo de testes no produto final para avaliar a inocuidade do
mesmo. Ja para testes em superficies de contato com os produtos, resultados positivos
para L. monocytogenes e Listeria spp. indicam que o produto final teve contato e pode

estar contaminado com L. monocytogenes (BRASIL, 2004).

Tabela 1. Esquema de interpretagdo dos resultados de diferentes métodos de analise
de carcacga, de acordo com critérios internacionais estabelecidos pela “Food
Standards Agency” — UK, 2005. Barretos-SP, 2010.

Analise Unidade/Interpretagcdao Satisfatorio Aceitavel Insatisfatorio
CBT Log1o UFC/cm? <28 28-43 >4,3
Coliformes Logo UFC/cm? <0,8 0,8-1,8 >1,8

E. coli Log1o UFC/cm? <0,8 0,8-1,8 >1,8
Salmonella spp. Positivo/Negativo Auséncia <2emb5 >2emb5
E. coli O157:H7 Positivo/Negativo Auséncia  Auséncia Presenca

Para a determinagéo dos periodos chuvoso e seco, utilizada na comparacgao dos

resultados das estimativas de microrganismos indicadores e de Listeria spp., foram
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utilizados os dados meteorologicos (Temperatura média - °C e Precipitagéo
pluviométrica - mm) mensais, de novembro de 2008 a outubro de 2009, para o
municipio de Jaboticabal-SP, obtidos da Estacdo Agroclimatolégica do Departamento
de Ciéncias Exatas da FCAV/UNESP - Campus de Jaboticabal, latitude 21°14°05"S,
longitude 48°17°09”'W e altitude 615,01m.

4.5 Analise Estatistica

As contagens de microrganismos indicadores, tanto nas superficies de contato
com alimentos, quanto de carcacas, foram submetidas a analise de variancia néo-
parameétrica de Kruskal-Wallis (ZAR, 1999). Quando significativo, foi aplicado o teste de
Dunn (HOWELL, 1982), para comparagbes das médias duas a duas. Os dados das
tabelas de contigéncia foram analisados pelo teste qui-quadrado. Todos os resultados
estatisticos deste trabalho foram obtidos nos programas GraphPad Prism 4
(MOTULSKY, 2003) e SAS 9.1 (DER & EVERITT, 2002), em que um valor de p<0,05 foi

considerado significativo.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Controles Operacionais e Ambientais
5.1.1 Controle das Superficies de Contato com Alimentos
e Contagem Bacteriana Total

No periodo foram analisadas 1.192 amostras de superficies variadas,
correspondentes as principais se¢cdes do estabelecimento de abate em que ha a
manipulacdo de produtos destinados ao consumo humano. Assim, foram colhidas e
analisadas 213 amostras das superficies de contato da sala de abate, 187 amostras do
setor de cortes, 223 amostras da desossa, 225 da se¢dao de miudos comestiveis, 146
do setor de conservas e 198 do setor de porcionados (Tabela 2).

O valor médio para CBT encontrado foi de 7,75x10 + 1,14x102 UFC/cm? (1,9 +
2,1 logio UFC/cm?), com variacdo entre 0 e 4,6x10? UFC/cm? (2,7 logy), diferindo
estatisticamente entre os meses do ano e setores amostrados (p<0,0001).

De acordo com os padrdes da Decisao 2001/471/CE, os resultados
demonstraram condicao higiénica aceitavel em 51,1% do total, ou seja, 609 amostras.
As demais 583 amostras, 48,9%, evidenciaram resultados considerados nao aceitaveis
que, na pratica, demandam providéncias por meio de agdes corretivas (BRASIL, 2001).

A Figura 2, que reune a totalidade dos dados mensais de todos os locais
amostrados, é util para evidenciar dificuldades sazonais, associadas a fatores climaticos
como época das aguas e da seca e variagbes de temperatura, como calor e frio, desde
que excluidas outras causas de variagcdo. Assim, observa-se que no periodo mais
chuvoso e quente, de novembro a margo, a proporgéo de resultados néo aceitaveis foi
superior a de aceitaveis, com excecéo para o més de margo, embora esse fato tenha
ocorrido também nos meses de abril, maio e junho. Ja, de julho a outubro, no que
predomina tempo mais seco e temperaturas mais amenas, ocorreu O inverso, com

maioria de resultados aceitaveis.



57

Tabela 2. Resultados da Contagem Bacteriana Total (CBT) em amostras de superficies
de contato com alimentos variadas, nos diferentes setores do estabelecimento
de abate segundo Decisédo 2001/471/CE. Barretos-SP, 2010.

Classificagao Aceitavel % Nao aceitavel % Total
Abate 79 37,1 134 62,9 213
Cortes 109 58,3 78 41,7 187
Desossa 107 48,0 116 52,0 223
Miudos 154 68,4 71 31,6 225
Conserva 61 41,8 85 52,8 146
Porcionados 99 50,0 99 50,0 198
Total 609 51,1 583 48,9 1.192
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Figura 2. Resultados comparativos das condi¢bes de todas as superficies de contato com
alimentos amostradas mensalmente e determinadas pela CBT, durante o periodo de

um ano.
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A populagédo média de microrganismos viaveis no periodo chuvoso (9,92x10 +
1,21x10% UFC/cm?) foi maior e diferiu estatisticamente (p<0,0001) daquela encontrada
na periodo seco (6,3x10 + 1,06x10?> UFC.cm™). Das 470 amostras analisadas no
periodo chuvoso, 195 (41,5%) foram classificadas como aceitaveis e 275 (58,5%) como
nao aceitaveis; ja no periodo seco, foram descritos 414 (57,3%) resultados aceitaveis e
308 (42,6%) néo aceitaveis (Figura 3).

Amostras de suabe (10cm?) obtidas a partir de superficies de contato com
alimentos (correias, facas, tabuas de corte, etc) nas linhas de fabricagdo, de carne
moida e de embalagem, foram testadas para CBT por EISEL et al. (1997) nos Estados
Unidos. As contagens em logyo ficaram frequentemente entre 2,2 UFC/cm? e 3,7
UFC/cm?, muito proximas das encontradas no presente estudo, sendo as maiores
estimativas presentes nas correias da linha de fabricacdo. Segundo os autores, as
superficies de contato com alimentos provavelmente ndo sao fontes de contaminacéao
microbiana global, contudo, a limpeza eficiente somada a programas de saneamento e
procedimentos para o manuseio seguro de alimentos, s&o importantes para assegurar

um produto de alta qualidade.
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Figura 3. Resultados da CBT em superficies de contato com alimentos de acordo com os
periodos do ano (chuvoso e seco) (EP: Erro Padréo).
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GILL et al. (1999) revelaram, em inspegcdo cuidadosa de equipamentos
higienizados, locais obscuros que abrigavam detritos com um grande numero de
bactérias aerdbias. As estimativas de CBT ficaram entre 1,57 e 5,08 log1y UFC/cm?
apés a limpeza, com médias variando entre 2,77 e 2,84 logis UFC/cm? apés a
producao normal de 1h.

Na Tabela 3 encontram-se os resultados da CBT em algumas superficies
amostradas. Pelo teste qui-quadrado existe uma dependéncia entre a classificacdo
(aceitavel/nao aceitavel) e a superficie (p<0,0001). Dentre elas, o avental apresentou o
maior indice de resultados n&o aceitaveis (70,5%), seguido das amostras de
equipamentos (serra/fatiadora/moedor), com 51,8%, constituindo-se em problema
operacional e necessidade de medidas corretivas. Por outro lado, as amostras de
superficies de utensilios, como de faca/gancho/gancheira, mostraram-se aceitaveis em

63,5% delas.

Tabela 3. Resultados da Contagem Bacteriana Total (CBT) em amostras de superficies
de contato com alimentos, de diferentes setores do estabelecimento de abate,
segundo Decisao 2001/471/CE. Barretos-SP, 2010.

Superficie Aceitavel % Nao aceitavel % Total
Avental 43 29,5 103 70,5 146
Chute/Esteira/Mesa (CEM) 153 52,6 138 474 291
Faca/Gancho/Gancheira (FGG) 176 63,5 101 36,5 277
Luva/M&os (LM) 76 55,9 60 441 136
Serra/Fatiadora/Moedor (SFM) 66 48,2 71 51,8 137
Total 514 52,1 473 47,9 987

EUSTACE et al. (2007) analisaram facas usadas por operadores no processo de

abate, imediatamente apés a limpeza, e obtiveram uma CBT média variando entre 1,78
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e 2,18 log1o UFC/cm?, semelhante a média geral observada na presente pesquisa. GILL
& McGINNIS (2000) encontraram populagdes de bactérias aerdbias em todas as luvas
de ago inoxidaveis amostradas, com numeros de logio entre 1 e 8/luva e, na minoria de
luvas de borracha, com numeros de logi <2/luva. Em equipamentos, estimativas
elevadas, de >6 logio/amostra, foram detectadas na maioria dos detritos que
permaneceram em areas obscuras apds o processo de limpeza.

Resultados superiores foram obtidos por GILL & JONES (1999), que ao
analisarem amostras de luvas usadas por trabalhadores na serragem de carcacas
suspensas, encontraram valores médios para CBT de 6,5 log1o UFC, 7,9 logio UFCe 9,2
logio UFC/luva para suabes de luvas de algodao, amostras de lavagem de luvas de
algodao e amostras de lavagem de luvas de aco inoxidavel, respectivamente.

O setor de abate (Figura 4) mostrou-se o mais problematico, com 37,1% (79) das
amostras classificadas como aceitaveis e 62,9% (134) como n&o aceitaveis.
Sistematicamente, em 8 dos 12 meses de estudo foram observados resultados néo
aceitaveis superiores aos aceitaveis, com exce¢ao para os meses de novembro, julho,
agosto e setembro. De novembro a fevereiro e de abril a junho observou-se a

ocorréncia de resultados ndo aceitaveis em continua ascensao.
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Figura 4. Sequéncia mensal de resultados da CBT de superficies de contato com alimentos
para a area de abate, durante o periodo de um ano.
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Figura 5. Sequéncia mensal de resultados da CBT de superficies de contato com alimentos
para a area de cortes, durante o periodo de um ano.
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Observando a Figura 5, verifica-se que os maiores indices de resultados
aceitaveis no setor de cortes ficaram concentrados entre os meses de julho e outubro.
Com excegdo do més de margo e junho, os demais meses do experimento
apresentaram resultados néo aceitaveis superiores aos aceitaveis. Em 109 (58,3%) das
187 amostras colhidas foram observados resultados aceitaveis, ao passo que as
demais 78 (41,7%) amostras, mostraram-se nao aceitaveis.

A Figura 6 ilustra a alternancia entre resultados proeminentemente aceitaveis e
ndo aceitaveis ao longo do periodo de estudo no setor de desossa. Ao total, foram
detectadas 48% (107) de amostras aceitaveis e 52% (116) de amostras ndo aceitaveis.

Todas as superficies (mesas, correias transportadoras, aventais, maos e luvas)
amostradas na sala de desossa em um frigorifico de grande porte apresentaram
contagens de microrganismos vidveis bem superiores (>10* UFC/cm?) a média
encontrada neste trabalho. Os numeros elevados podem ser explicados, de acordo com
0s pesquisadores, por superficies altamente contaminadas e/ou altos niveis de umidade

durante a amostragem, nos pontos escolhidos para a colheita (SHALE et al., 2006).
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Figura 6. Sequéncia mensal de resultados da CBT de superficies de contato com alimentos
para a area de desossa, durante o periodo de um ano.
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Figura 7. Sequéncia mensal de resultados da CBT de superficies de contato com alimentos
para a area de miudos comestiveis, durante o periodo de um ano.

No setor de miudos, somente no més de novembro foram demonstrados
resultados aceitaveis sistematicamente inferiores aos ndo aceitaveis (Figura 7). Nos
meses restantes, ou seja, de dezembro a outubro, os resultados aceitaveis foram
superiores aos nao aceitaveis. Foram encontradas 154 amostras aceitaveis, o que
equivale a 68,4% do total, superior a todos os outros setores analisados, e 71 (31,6%)

amostras ndo aceitaveis.
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Figura 8. Sequéncia mensal de resultados da CBT de superficies de contato com alimentos
para a area de conservas, durante o periodo de um ano.

Pela Figura 8 pode-se observar que no més de maio ndo houve coleta de
amostras no setor de conservas. Os maiores indices de resultados ndo aceitaveis se
concentraram entre dezembro e fevereiro e nos meses de setembro e outubro.
Somente nos meses de margo, julho e agosto, os resultados aceitaveis foram
superiores aos nao aceitaveis. Um total de 41,8% (61) e 58,2% (85) das amostras de
superficies apresentaram-se aceitaveis e nao aceitaveis, respectivamente.

De acordo com a Figura 9, o periodo de dezembro a abril reuniu a maioria dos
resultados néo aceitaveis no setor de porcionados, ja de julho a outubro, os resultados
aceitaveis. Das 198 amostras, 50% (99) foram classificadas como aceitaveis e 50% (99)

como n&o aceitaveis.



65

DAceitivel mNao aceitivel

Frequéncla

Nov 08 Dez 08 Jan 09 Fev (9 Mar09 Abr09 Mai 09 Jun09 Jul09 Ago 09 Set09 Out09

Més

Figura 9. Sequéncia mensal de resultados da CBT de superficies de contato com alimentos
para a area de porcionados, durante o periodo de um ano.

o Listeria spp.

A pesquisa ambiental de Listeria foi realizada num total de 411 amostras (Tabela
4). Dessas, 84,9% (349) resultaram negativas. Entretanto, um valor elevado de
amostras, 62 ou 15,1%, resultou positiva para a presenca de Listeria spp. Dessas,
também com valores elevados e relativa persisténcia no ambiente de abate, 21
amostras ou 5,1% do total amostrado, resultaram positivas para Listeria
monocytogenes. Excecao feita para os meses de abril, julho, agosto e setembro de
2009, em todos os demais meses do periodo houve a deteccdo de Listeria
monocytogenes em uma ou mais amostras (Figura 10).

Apesar da Circular n° 354/2004 do DIPOA, n3o estabelecer limites para as
estimativas de Listeria spp. e L. monocytogenes, resultados positivos frequentes (mais
de dois) em amostras ambientais para Listeria spp., indicam a necessidade de

realizacao de testes no produto final para avaliar a inocuidade do mesmo. Sendo assim,
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Tabela 4. Resultados das analises ambientais de Listeria spp. e Listeria
monocytogenes, em diferentes setores do estabelecimento de abate.
Barretos-SP, 2010.

Més/Ano Negativa Li:::::ia monlt_)ics;?ggenes Total
Nov 08 14 2 1 16
Dez 08 22 8 6 30
Jan 09 18 4 3 22
Fev 09 64 7 6 71
Mar 09 36 1 1 37
Abr 09 37 1 0 38
Mai 09 22 3 1 25
Jun 09 22 14 1 36
Jul 09 26 10 0 36
Ago 09 30 0 33
Set 09 32 0 37
Out 09 26 2 30

Total 349 62 21 411

valores elevados, como os encontrados no presente trabalho, sdo importantes para
avaliar os programas sentinelas, buscando a auséncia de contaminagdo do produto
final, no caso, a carcaga bovina, por estes patéogenos.

De acordo com o teste qui-quadrado, a presenca de Listeria spp. diferiu
estatisticamente entre os meses do ano (p=0,0002), no entanto, quando testou-se a
independéncia de sua ocorréncia entre os periodos seco e chuvoso, o0 mesmo néo foi
significativo (p=0,2051). Das 176 amostras analisadas no periodo chuvoso, 22 (12,5%)
foram positivas para Listeria spp., valor este muito proximo dos encontrados na periodo
seco, com 40 (17%) amostras positivas, em 235 pesquisadas (Figura 11).
GUDBJORNSDOTTIR et al. (2004) relataram resultado semelhante, ao analisarem
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1.689 amostras de ambientes coletadas em plantas processadoras de carnes, frutos do

mar e aves, e observarem a falta de sazonalidade na freqiiéncia de L. monocytogenes.
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Figura 10. Resultados mensais da pesquisa de Listeria spp. e de Listeria monocitogenes nos
diferentes locais amostrados, durante o periodo de um ano.
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Figura 11. Resultados da pesquisa de Listeria em superficies, de acordo com os periodos do
ano (chuvoso e seco).

Valor muito préximo ao presente estudo foi descrito por SAMELIS &
METAXOPOULOS (1999) ao isolarem Listeria spp. em 14,3% dos equipamentos
amostrados. Contudo, em 68,8% dessas amostras foi observada a presenca de L.
monocytogenes, indicando baixa eficiéncia nos procedimentos de desinfecgéo.
Resultado um pouco inferior foi relatado por GUDBJORNSDOTTIR et al. (2004) em
amostras ambientais na Europa, sendo a taxa de incidéncia de 11,9% para L.
monocytogenes, onde a maioria (65,8%) era proveniente de equipamentos, correias
transportadoras, bandejas e outros transportadores. Ap6s a higienizagéo, 11,5% das
amostras ainda estavam contaminadas com Listeria spp. e 8,3% com L.
monocytogenes, indicando insuficiéncia nos processos de limpeza.

Todavia, em estabelecimentos processadores de carne no Brasil, BARROS et al.
(2007) encontraram valores bem acima dos anteriormente relatados. Em 51,4% e
35,4% das amostras de superficies de equipamentos e de ambientes, respectivamente,

foi detectada a presenca de Listeria spp.
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Em relacdo a pesquisa de Listeria spp. e L. monocytogenes nos diferentes
setores do estabelecimento de abate, com exce¢do dos meses de novembro, fevereiro
e outubro, todos os demais meses do experimento prevaleceu a coleta de amostras no
setor da desossa. O maior volume de amostras foi registrado no més de fevereiro (71),
destacando o setor de conserva com 26 amostras para o mesmo periodo com diferenga
estatistica entre os diferentes setores, quanto a presenca de Listeria spp. (p=0,02).

Verifica-se, na Figura 12, que somente nos meses de junho e agosto, quando
predomina tempo mais seco e frio, houve detecgdo de Listeria spp. no setor de abate.
Das 56 amostras analisadas, 2 (3,6%) apresentaram-se positivas.

No setor das camaras, a presenca de Listeria spp. foi observada nos meses de
dezembro e fevereiro, de maio a julho e no més de outubro. No total, foram colhidas 64
amostras, sendo 9 (14,1%) positivas. O més de junho apresentou o maior indice de

positividade, com 3 amostras (Figura 13).
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Figura 12. Resultados mensais da pesquisa da ocorréncia de Listeria nas amostras do setor de
abate.
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Figura 13. Resultados mensais da pesquisa da ocorréncia de Listeria nas amostras do setor de
camaras.
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Figura 14. Resultados mensais da pesquisa da ocorréncia de Listeria nas amostras do setor de
desossa.
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Conforme demonstrado na Figura 14, com exce¢do do més de abril, em todos os
demais meses foi detectada a presenca de Listeria spp. em pelo menos uma amostra
no setor de desossa,. Constatou-se 18,4% (21) de amostras positivas, em um total de
114 amostras, sendo o segundo setor mais problematico dentro do matadouro-
frigorifico.

Para o setor de conserva, foram colhidas 55 amostras. Dessas, 8 (14,5%) foram
positivas para Listeria spp. Nota-se, na Figura 15, auséncia de coleta nos meses de
maio e outubro e positividade entre os meses de dezembro e fevereiro, abril, julho e
setembro.

O setor de cortes apresentou-se como o mais preocupante no matadouro-
frigorifico de estudo (Fig. 16). Com 10 (18,9%) amostras positivas para Listeria spp.,
dentre as 53 analisadas, as mesmas ficaram concentradas entre os meses de
novembro e janeiro e entre maio e julho. MARZOCCA et al. (2004) isolaram L.
monocytogenes em valor bem inferior a este (6,7%) na sala de cortes, em um frigorifico

na Argentina.
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Figura 15. Resultados mensais da pesquisa da ocorréncia de Listeria nas amostras do setor de
conserva.
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Figura 16. Resultados mensais da pesquisa da ocorréncia de Listeria nas amostras do setor de
cortes.

Tabela 5. Resultados das analises de amostras ambientais para a presenca de Listeria
spp. e Listeria monocytogenes, nas diferentes superficies do estabelecimento
de abate. Barretos-SP, 2010.

Listeria Listeria
Superficie Negativa % % % Total
spp. monocytogenes
Evaporador 69 93,2 5 6,8 2 2,7 74
Piso 132 81,5 30 18,5 8 49 162
Ralo 115 83,9 22 16,1 8 58 137
Outros 33 86,8 5 13,2 3 7,9 38

Total 349 84,9 62 15,1 21 51 411
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Na Tabela 5 encontram-se os resultados das analises de Listeria spp. e Listeria
monocytogenes, nas diferentes superficies do frigorifico. Nao existe evidéncias
suficientes para rejeitar a hipétese de independéncia entre a presenca/auséncia de
Listeria spp. em relacao as superficies (p=0,1266), entretanto o piso demonstrou ser a
mais problematica, com 30 (18,5%) amostras positivas para Listeria spp., sendo 8 para
L. monocytogenes, e em segundo lugar, o ralo, com 22 amostras positivas para Listeria
spp € mesmo valor para L.monocytogenes (8).

PECCIO et al. (2003), ao analisarem amostras de superficies de ambiente e
equipamentos, detectaram L. monocytogenes em 6,5% delas, todas elas de faca,
sendo uma presente mesmo apos a higienizagdo, o que demonstrou sua persisténcia
no ambiente de abate. Neste trabalho, ndo foram amostradas superficies de faca,
entretanto este valor & util para comparar com o da presente pesquisa (5,1%), que
sendo muito proximo ao observado € possivel também sugerir sua permanéncia na
rotina do frigorifico estudado, uma vez que todas as amostras foram colhidas apos o

processo de higienizagao.
5.2 Controles Higiénicos na obtengao das Carcacgas
e E.coli

A estimativa da contagem de coliforme termotolerante, especificamente E. coli,
foi realizada num total de 675 carcagas resfriadas, com média de 56,3 analises por
més. A populacdo média de E. coli encontrada foi de 0,21 + 0,51 logso UFC/cm?,
variando de 0 a 1,81 log1o UFC/cm?, com uma ocorréncia de 147 (0,22%) amostras
positivas. Pela Tabela 6, observa-se que 605 (89,6%) amostras foram classificadas
como satisfatérias segundo a “Food Standards Agency” (FSA, 2010), 19 (2,8%) como
aceitaveis e 51 (7,6%) como insatisfatorias, com diferenca estatistica entre os meses
(p<0,0001).

A Figura 17 ilustra esses dados. Constata-se que os resultados insatisfatorios

ficaram concentrados aos meses mais quentes e umidos do ano, de novembro a margo,
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com excessao para os meses de julho e outubro, com 1 amostra fora dos padrdes em
cada um deles. Contrariamente e diferindo estatisticamente (p<0,0001), os resultados
aceitaveis concentraram-se entre junho e outubro, periodo em que as temperaturas sao
mais amenas e o tempo mais seco, exceto para o més de dezembro, que apresentou 2
amostras aceitaveis. Em todo o periodo foram encontradas amostras satisfatorias,
variando de 31 a 68 por més. No periodo chuvoso, foram observados 228 (81,7%)
resultados satisfatérios, 2 (0,7%) aceitaveis e 49 (17,6%) insatisfatérios, com média de
0,38 + 0,68 logiy UFC/cm? enquanto que na periodo seco, 377 (95,2%) foram
classificados como satisfatorios, 17 (4,3%) como aceitaveis e 2 (0,5%) insatisfatérios e
média de 0,10 + 0,28 log1o UFC/cm? (Figura 18).

Critério menos rigoroso € adotado pela Comissdo Européia (CE, 2005) para a
classificagdo das estimativas, tanto de CT, quanto de E. coli em carcagas de bovinos.
Médias logaritmicas menores ou iguais a 1,5 logiy UFC/cm? sdo consideradas
satisfatorias; entre 1,5 e 2,5 logio UFC/cm?, aceitaveis; e maiores que 2,5 logio como
insatisfatérias.

Baseado nisso, os resultados das estimativas de E. coli foram reclassificados
segundo a Comissao Européia (CE, 2005). Das 675 amostras de carcaga resfriada, 625
(92,4%) foram classificadas como satisfatérias e apenas 51 (7,6%) como aceitaveis,
com diferencgas estatisticas entre os meses do ano (p<0,0001). Devido a elasticidade da

faixa de resultados aceitaveis, nenhuma amostra insatisfatéria foi detectada.
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Tabela 6. Resultados das analises de E. coli em carcacgas refrigeradas de novembro de
2008 a outubro de 2009, segundo critérios internacionais estabelecidos pela
“Food Standards Agency” — UK, 2005. Barretos-SP, 2010.

Més/Ano Satisfatoria Aceitavel Insatisfatéria Total
Nov 08 34 0 36
Dez 08 57 2 64
Jan 09 40 0 12 52
Fev 09 37 0 22 59
Mar 09 60 0 8 68
Abr 09 45 0 0 45
Mai 09 31 0 0 31
Jun 09 68 1 0 69
Jul 09 56 3 1 60
Ago 09 60 7 0 67
Set 09 64 3 0 67
Out 09 53 3 1 57

Total 605 19 51 675
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Figura 17. Resultados mensais da estimativa de E. coli em superficie de carcagas resfriadas
de acordo com o padréo de interpretagéo, para o periodo de um ano.
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Figura 18. Resultados da estimativa de E. coli em superficie de carcagas resfriadas de acordo
com os periodos do ano (chuvoso e seco) (EP: Erro Padrao).
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Valor semelhante foi observado por RIGOBELO et al. (2006) no Brasil, ao
colherem suabes de carcagas bovinas para a pesquisa de E. coli na pos e pré-
evisceragdo e no poés-processamento, durante os periodos chuvoso e seco. A
prevaléncia de E. coli nestes trés pontos foi de 30%, 70% e 27,5% na época das
chuvas, sendo mais elevada que na época da seca, com 22,5%, 55% e 17,5% de
positividade.

SUMNER et al. (2003) avaliaram 95 carcacgas bovinas resfriadas em abatedouros
de pequeno porte, confirmando a baixa contagem de E. coli encontrada, com média de
-0,33 log1o UFC/200cm?. As operacdes de esfola foram consideradas fontes primarias
de contaminagdo fecal de carcacas bovinas no estudo de TERGNEY & BOLTON
(2006). As contagens de E. coli foram relativamente baixas, diminuindo por cerca de 6
meses, de -0,14 logqo UFC/cm? para -0,7 log1o UFC/cm?. Segundo os autores, essa
diminui¢ao representou um risco de seguranca alimentar reduzido, uma vez que estes
grupos incluem sérios patégenos, como Salmonella e E. coli O157:H7.

Ao obterem valores médios de contagem de E. coli no couro bovino variando
entre 0,86 logiy UFC/cm? (pastagem) e 0,64 logiy UFC/cm? (confinamento) e na
superficie de carcacas bovinas apés a lavagem, variando entre 0,42 (pastagem) e 0,40
log1o UFC/cm? (confinamento), JARDIM et al. (2006) concluiram que, de modo geral, os
procedimentos adotados para garantir uma esfola higiénica, com um minimo de
oportunidades de contato entre couro e carcacga, foram aplicados na planta de abate em
estudo, minimizando as contaminacdes nas superficies das carcagas bovinas. O
mesmo pode-se concluir no presente trabalho, uma vez que a populagédo média de E.

coli encontrada foi menor daquela apresentada por estes autores.
e Amostragem Comparativa
Os resultados obtidos nas estimativas da CBT, de Coliformes Totais, de E. coli,

de E. coli O157:H7 e de Salmonella spp. nas terminagbes a pasto e confinada estédo

registrados na Tabela 7.



78

Tabela 7. Resultados de diferentes métodos de analise de acordo com critérios

internacionais estabelecidos pela “Food Standards Agency” —

Barretos-SP, 2010.

UK, 2005.

Analises Terminacgédo a Pasto Terminagdo Confinada
N°. de Amostras Resultado % N° de Amostras  Resultado %
CBT 114 100 86 100
Satisfatoria 98 86,0 79 91,9
Aceitavel 16 14,0 7 8,1
Insatisfatoria 0 0,0 0 0,0
Coliformes Totais 50 100 50 100
Satisfatoria 45 90,0 39 78,0
Aceitavel 5 10,0 6 12,0
Insatisfatoria 0 0,0 5 10,0
E. coli 149 100 162 100
Satisfatoria 122 81,9 138 85,2
Aceitavel 1 0,7 3 1,8
Insatisfatoria 26 17,4 21 13
E. coli O157:H7 50 Auséncia 50 Auséncia
Salmonella spp. 196 Auséncia 68 Auséncia

Para CBT foram analisadas ao todo 200 amostras de carcaca quente. Das 114

amostras provenientes de terminagéo a pasto, 98 (86%) apresentaram-se satisfatorias e

16 (14%) aceitaveis. Em relagdo a terminagcédo confinada, foram amostradas 86

carcacgas, sendo 79 (91,9%) satisfatérias e 7 (8,14%) aceitaveis (Figura 19).
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Figura 19. Distribuicdo dos resultados da CBT das amostras de superficie das carcagas
quentes, respectivamente para animais de terminacdo a pasto e de terminagéo
confinada.

Embora ndo haja diferengas significativas (p=0,4583) entre os dois grupos de
acordo com a “Food Standards Agency”, a terminagéo confinada apresentou resultados
satisfatorios ligeiramente superiores, quando comparado as amostras de bovinos
criados a pasto. No entanto, para as estimativas da CBT, observou-se diferencas
significativas (p<0,0001) entre as terminag¢des. A populagdo média de microrganismos
viaveis encontrada foi de 1,67 + 0,65 log1o UFC/cm? para a terminacéo a pasto e 1,28 +
0,63 logio UFC/cm? para a terminacdo confinada, variando de 0,40 a 3,18 logio
UFC/cm?e de 0,18 a 2,80 log1o UFC/cm? em carcacas de bovinos criados a pasto e em
confinamento, respectivamente.

JARDIM et al. (2006), ao avaliarem a contaminagdo microbiana do couro e da
superficie de carcacgas bovinas, provenientes de sistema extensivo e intensivo no Brasil,
observaram que os resultados das CBT nas amostras de bovinos em pastagem foram

superiores em todas as operacgdes de abate (antes da esfola, apds a esfola e apds a
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lavagem), em relagdo as amostras de bovinos em confinamento, com diferenga entre as
meédias estatisticamente significantes. Apdés a esfola, valores médios de 1,89 logo
UFC/cm? nas amostras de bovinos terminados a pasto e de 1,78 logso UFC/cm? nas de
terminados em confinamento foram discretamente superiores as encontradas no
presente estudo; no trabalho desenvolvido por SUMNER et al. (2003) em abatedouros
pela técnica de Petrifilm (1,72 log1o UFC/cm?) e nos valores encontrados por PEARCE
& BOLTON (2005), cujas médias variaram entre 1,80 logio UFC/cm? e 1,90 logqo
UFC/cm?, para suabe de acetato de celulose e de poliuretano, respectivamente.

Outros relatos na literatura demonstram médias dos resultados semelhantes aos
verificados neste experimento, como no trabalho realizado por HUTCHISON et al.
(2005) por meio da técnica de suabe, com valor médio para CBT de 1,40 logio UFC/cm?
e por GILL & BADONI (2010), que apdés conduzirem uma pesquisa no Canada, com 25
carcacgas bovinas amostradas por pessoas com e sem experiéncia, observaram valores
médios de microrganismos viaveis variando de 1,20 a 1,60 log1o UFC/cm?.

GILL et al. (1998) apresentaram resultados bem superiores aos encontrados no
presente estudo em abatedouros ap6s a lavagem das carcagas, com valores médios
para contagem de microrganismos viaveis variando entre 2,78 e 3,70 logo UFC/cm?.
Resultados semelhantes foram verificados por GHAFIR et al (2008), com médias
variando entre 2,88 e 3,19 logso UFC/cm?; por MARTINEZ et al. (2009), revelando niveis
de contagem total de microrganismos viaveis entre 3,10 e 4 logio UFC/cm? na maioria
das carcacas obtidas por suabe e por MARTINEZ et al. (2010), cujo valor médio obtido
foi de 3,91 log1o UFC/cm? em carcagas quentes.

Em seu trabalho, FRANCA FILHO (2005) concluiu que a qualidade bacteriologica
das meias-carcagas bovinas amostradas revelou-se aceitavel, tendo em vista os baixos
niveis de contaminagdo encontrados, apresentando o valor de 5,5 x 10* UFC/cm? , ou
seja, 4,74 logso UFC/cm?, como maximo de CBT.

Tendo em vista a utilizacdo de critérios rigorosos, preconizados pela “Food
Standadrs Agency” (FSA, 2010) do Reino Unido, nenhuma amostra deste estudo
excedeu o limite de 2,0x10* UFC/cm? nas carcagas pesquisadas, nao havendo,

portanto, amostras classificadas como insatisfatérias. Isso se deve, principalmente, a
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elasticidade da faixa de classificacdo do nivel aceitavel, a qual varia desde 6,31x10? a
2,0x10* UFC/cm? (2,8 a 4,3 logyo). Assim, apesar da grande variagéo nas estimativas
dentro do grupo de bovinos terminados a pasto e em confinamento descrita
anteriormente, afirma-se que as amostras foram obtidas em melhores condigdes
higiénicas que nos demais trabalhos, pela execu¢do adequada de controles
operacionais e das boas praticas de fabricacao.

Quando as amostras de carcaga resfriada foram submetidas a contagem de CT,
os resultados variaram de 0 a 1,26 log1o UFC/cm? em bovinos terminados a pasto, e de
0 a 1,88 logsg UFC/cm? para bovinos terminados em confinamento, com médias de 0,13
+ 0,31 logso e 0,39 + 0,59 log1o UFC/cm?, respectivamente, e diferenca estatistica entre
as terminagdes (p=0,0197). Para a contagem de E. coli, ocorreu numericamente o
inverso, com valores médios maiores em animais terminados a pasto (0,38 + 0,68 log1o
UFC/cm?), quando comparados aqueles terminados em confinamento (0,31 + 0,61 log1o
UFC/cm?), entretanto, sem diferenca estatistica (p=0,8989). Em ambos os sistemas de
engorda, a variacao foi de 0 a 1,81 log1o UFC/cm?.

FEGAN et al. (2004a), igualmente, ndo observaram diferengcas significativas
entre as terminagdes, quando submeteram amostras fecais a contagem de E. coli em
Petrifilm (p=0,95), com médias de 5,4 logi, UFC/g” e 5,7 logic UFC/g”, para animais
terminados a pasto e em confinamento, respectivamente. No Brasil, JARDIM et al.
(2006) observaram que as contagens médias de CT e E. coli, obtidas nas amostras de
carcagas de bovinos em pastagem (1,27 logio UFC/cm? antes da esfola e 0,55 logqo
UFC/cm? ap6s a lavagem para CT; 0,86 logio UFC/cm? antes da esfola e 0,42 logqo
UFC/cm? apds a lavagem para E. coli) foram superiores em todas as operagdes de
abate, em relagdo aquelas obtidas nas amostras de bovinos em confinamento (0,65
log1o UFC/cm? antes da esfola e 0,41 logio UFC/cm? apds a lavagem para CT; 0,64 log1o
UFC/cm? antes da esfola e 0,40 logio, UFC/cm? apds a lavagem para E. coli), com
excegdo da etapa apos a esfola (0,40 logio UFC/cm? para ambas as andlises e
terminagdes), onde foi detectada auséncia nos dois grupos de amostras, indicando
pequeno contato entre couro/carcacga e, portanto, baixa ocorréncia de contaminacgdes

cruzadas envolvendo operadores, equipamentos e utensilios. Apenas a etapa antes da
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esfola apresentou diferenca significativa entre os sistemas de engorda, sendo esta
somente para CT. Estes resultados concordam com os do presente estudo para analise
de E. coli, no entanto, para contagem de CT, foram contrarios.

Resultados muito semelhantes para a contagem de E. coli também foram
detectados em frigorificos irlandeses por MCEVOY et al. (2004), que ao examinarem a
contaminagcdo microbiolégica de carcagas bovinas nas principais operagbes do
processo de abate, encontraram niveis variando entre 0 e 1,95 logo UFC/cmZ, apoés a
refrigeracdo. Entretanto, os valores encontrados na contagem de CT, de 2,44 a 3,12
logio UFC/cm?, foram bem superiores aos do presente experimento. Segundo os
autores, o uso de indicadores fecais auxilia na detecgdo de falhas no controle do
processo durante a evisceracdo e serragem das carcagas, particularmente na regiao
posterior, com aumentos importantes de CBT.

Segundo GILL et al. (1998), contagens de CT e E. coli podem ser usados na
identificacdo objetiva de pontos criticos de controle para a seguranga e/ou qualidade
geral de higiene, bem como para a verificagdo de procedimentos de controle. Ao
avaliarem carcagas de novilhos, imediatamente antes do resfriamento, os autores
obtiveram populacées médias para CT e E. coli entre 1,39 e 2,51 logio UFC/100cm? e
entre 0,75 e 1,74 logio UFC/100cm? respectivamente. GILL & BADONI (2010)
analisaram 25 amostras de carcacga bovina colhidas em um frigorifico de pequeno porte.
Para analise de CT as médias variaram de 1,33 a 2,02 log1o UFC/cm? e para E. coli, de
1,07 a 1,47 logqo UFC/cm?. O presente estudo apresentou bons resultados, quando
comparados aos citados, com populagbes de CT e E. coli em niveis inferiores, o que
permite afirmar, novamente, que as boas praticas de fabricacdo foram realizadas
adequadamente durante todo o processo de abate.

De acordo com os critérios da “Food Standars Agency”, Reino Unido (FSA,
2010), 45 (90%) e 39 (78%) amostras foram consideradas satisfatorias para contagem
de CT; 5 (10%) e 6 (12%) aceitaveis, para bovinos terminados a pasto e em
confinamento, respectivamente. Amostras insatisfatérias somente foram detectadas em
animais confinados, totalizando 10% (5), ndo havendo diferenca estatistica entre as

terminacgdes (p=0,0633) (Figura 20).
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Figura 20. Distribuicdo dos resultados da estimativa de Coliformes Totais das amostras de
superficie das carcacas resfriadas, respectivamente para animais de terminacdo a
pasto e de terminagao confinada.

A Figura 21 ilustra os dados da Tabela 7, para estimativa de E. coli em carcagas
resfriadas. Os resultados da contagem de E. coli foram classificados como satisfatérios
em 122 (81,9%) amostras, aceitavel em 1 (0,7%) amostra e insatisfatorios em 26
(17,4%) amostras de bovinos terminados a pasto. Resultados semelhantes e sem
diferengas significativas (p=0,3722) foram descritos para terminagéo confinada, onde
138 (85,2%) amostras foram consideradas satisfatorias, 3 (1,8%) aceitaveis e 21 (13%)

insatisfatorias.
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Figura 21. Distribuicdo dos resultados da estimativa de E. coli em amostras de superficie das
carcagas resfriadas, respectivamente para animais de terminacdo a pasto e de
terminagéo confinada.

Seguindo os padrdes adotados pela Comissao Européia (CE, 2005), 100% (50)
das amostras de bovinos terminados a pasto foram classificadas como satisfatorias
para CT; 46 (92%) e 4 (8%) amostras foram classificadas como satisfatorias e
aceitaveis, respectivamente, para bovinos terminados em confinamento, apresentando
diferengas significativas entre os sistemas de engorda (p=0,0218). Esta diferenca
contradiz a classificagdo de acordo com a “Food Standars Agency”, provavelmente pela
faixa de resultados satisfatorios, segundo a Comisséo Européia, ser mais ampla (< 1,5
logio UFC/cm?). Quanto aos resultados de E. coli, amostras satisfatorias foram
encontradas em 123 (82,6%) carcagas de animais criados a pasto e em 141 (87%) de
animais criados em confinamento. Amostras aceitaveis foram detectadas em 17,4%
(26) das amostras de bovinos terminados a pasto e em 13% (21) de bovinos terminados

em confinamento, com auséncia de diferenca estatistica entre os grupos (p=0,2698).
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A escolha do método Petrifilm para a analise de amostras de superficies de
carcacas, bem como a utilizagdo de suabe de celulose na colheita das mesmas,
mostraram-se pratico e eficiente. O Petrifilm EC ja demonstrou ser mais sensivel na
deteccao de E. coli em relagédo ao método de tubos multiplos no trabalho desenvolvido
por SILVA et al. (2006), principalmente para amostras de alimentos de origem animal.
Somado a isso, o Regulamento n® 471/2001 da Comissdo Européia (EC, 2001), que
oferece a possibilidade de utilizacdo do método n&o-destrutivo, como alternativa ao
destrutivo na avaliagdo bacterioldgica de carcagas, simplificou o trabalho, podendo
reduzir os custos.

Com relagdo aos dados da Tabela 7, dentre as 100 amostras de carcaca
resfriada estudadas, 50 de cada terminagdo, em nenhuma delas foi encontrado E. coli
0O157:H7. O mesmo resultado foi obtido para analise de Salmonella spp., sendo 196
amostras de animais criados a pasto e 68 de animais criados em confinamento. Estes
resultados condizem com os encontrados nas estimativas de CBT, CT e E. coli,
considerados satisfatérios em 88,5%, 84% e 83,6%, respectivamente.

O rebanho brasileiro € predominantemente de bovinos criados a pasto. A
alimentacéo baseada em fibras por ter fermentacdo mais lenta, pode ser substituida
favoravelmente por gréos de cereais. Entretanto, estudos mostram que uma dieta rica
em graos pode favorecer a multiplicagdo de E. coli acido-resistentes, como a E. coli
0157:H7, em conseqliéncia da diminuicdo do pH ruminal, contaminando o ambiente.
Praticas inadequadas de manejo somadas ao adensamento populacional, favorecem
ainda mais essa condic&o. Por outro lado, animais alimentados em pastagens, podem
tornar-se mais susceptiveis a contaminacao, principalmente em relacdo ao couro,
sendo eventuais fontes de contaminagédo as gramineas, humanos, aguas, fezes, solo e
esgotos (JARDIM et al., 2006).

FEGAN et al. (2004a) determinaram a prevaléncia e concentragdo de E. coli
0157 nas fezes de bovinos de diferentes sistemas de produgcédo em abatedouros. A E.
coli 0157 foi isolada por meio da separagéo imunomagnética automatizada (“AIMS”) em
13% das amostras fecais, com auséncia de diferenga significativa entre animais
terminados a pasto (10%) e em confinamento (15%). MASANA et al. (2010) também
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ndo relataram diferenga estatistica entre os sistemas de engorda, detectando 4,1% de
amostras fecais positivas para STEC O157 em bovinos criados em pastagem e 3,3%
em confinamento.

Resultado idéntico ao deste experimento foi apresentado em abatedouros
aprovados pela Comunidade Européia. Pelo método da exciséo, das 780 carcagas
resfriadas amostradas, nenhuma foi positiva para E. coli O157:H7 (MADDEN et al.,
2001). Prevaléncias proximas foram descritas na literatura por alguns pesquisadores.
MEICHTRI et al. (2004), ao amostrarem fezes de novilhos saudaveis na Argentina,
isolaram em apenas uma E. coli O157:H7 (0,5%). Segundo os autores, a auséncia de
uma etapa de concentracdo das amostras e a eliminagdo intermitente e de curta
duracdo da E. coli O157:H7, podem explicar tal resultado. RIGOBELO et al. (2006),
pesquisando carcagas de bovinos confinados no Brasil, encontraram somente uma
amostra positiva para STEC (1,2%), relatando altos niveis de resisténcia a multiplas
drogas em suas amostras, capazes de causarem esta baixa freqiiéncia.

E. coli O157 foi isolada em 39 (2,6%) das 1.503 amostras de carcaga na pré-
evisceracdo em 15 (30%) caminhdes de transporte, na época do verdo (FOX et al.,
2008). MASANA et al. (2010) estimaram a prevaléncia de STEC 0157 em 1.622
amostras de carcacas bovinas quentes em frigorificos habilitados a exportagédo, sendo
esta também de 2,6%. McEVOY et al. (2003b), ao investigarem a prevaléncia e
caracteristicas de viruléncia da E. coli O157:H7 apds determinadas operacdes de abate
em um frigorifico, revelaram que 3,2% das carcagas bovinas estavam contaminadas por
esta bactéria.

BRICHTA-HARHAY et al. (2008) encontraram prevaléncias de 46,9% e 16,7%
em couros e carcagas na pré-evisceracao, respectivamente, ndo sendo afetadas
significativamente pelos periodos chuvoso e seco e apresentando diferencas
significativas entre plantas, na transferéncia de patégenos do couro para a carcaca.
EHEC O157 foi recuperada de quase a metade (45,5%) das carcagas bovinas testadas
no estudo de ELDER et al. (2000), particularmente na parte posterior da carcaga (43%
na pré-evisceracdo). A alta prevaléncia encontrada pdéde ser explicada,

presumivelmente, pela metodologia de cultura e locais de amostragem empregados,
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apesar do experimento ter sido conduzido durante a época de pico de eliminacao de
EHEC O157 na América do Norte. Ainda, a redugdo da prevaléncia em carcacgas da
pré-evisceracdo (43%) para a poés-evisceragdo (2%) sugeriu que os procedimentos
sanitarios foram efetivos. CHAPMAN et al. (1993), ao investigarem E. coli O157 em
suabes de superficies de carcagas bovinas, relataram positividade em 30% e 2% das
carcagas com suabes fecais positivos e negativos, respectivamente.

A Salmonella, outro importante patébgeno da cadeia produtiva da carne, foi
pesquisada por FEGAN et al. (2004b) para determinar sua prevaléncia e numeros em
bovinos de corte abatidos na Australia. Salmonella spp. foi isolada em apenas 6,8% das
fezes dos animais, sendo a prevaléncia em bovinos terminados a pasto (4,5%) n&o
significativamente diferente daquela encontrada em bovinos terminados em
confinamento (9%), sugerindo o baixo risco de contaminacéo de carcagas. MADDEN et
al. (2001), analisando 200 carcagas bovinas, obtiveram somente trés amostras positivas
(1,5%), duas para S. Mbandaka e uma para S. Thompson. BRICHTA-HARHAY et al.
(2008), ao examinarem a higiene do couro e de carcagas bovinas em abatedouros de
quatro regides distantes dos Estados Unidos, constataram 0,8% como prevaléncia
média de Salmonella na pos-intervengao de carcagas, sem diferenca significativa entre
os periodos chuvoso e seco, resultado este muito proximo da presente pesquisa (0%).

Em abatedouros comerciais da Irlanda, McEVOY et al. (2003a), isolaram
Salmonella em 2% das amostras fecais e 7,6% dos suabes de carcacas de bovinos,
sendo mais relatada entre agosto e outubro. A alta prevaléncia em carcagas foi
sugerida ser resultado de diferentes técnicas e regimes de amostragem, diferencas na
higiene das operacgdes de esfola e evisceragdo ou variagdes geograficas na incidéncia
de Salmonella. VO et al. (2006) confirmaram a presencga de Salmonella em 27,4% das
390 amostras provenientes de fezes, carcagas e carne de bovinos, sendo 16 carcagas
positivas. A fim de suprir dados referentes a prevaléncia de Salmonella em frigorificos
de pequeno porte, BOSILEVAC et al. (2009) obtiveram 57,8% de carcagas bovinas
positivas das 1.995 pesquisadas na pré-evisceracdo, com 8% delas a um nivel

enumerado (>0,5 UFC/100cm?) e relacdo direta com a prevaléncia no couro.
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Valores bem superiores ao descrito neste estudo, tanto para E. coli O157:H7
quanto para Salmonella, foram referenciados em varios trabalhos, no entanto, as
diferencgas climaticas, de amostragem e de processamento das amostras, podem ter
influenciado negativamente estes resultados. Por outro lado, todos os procedimentos
que visam garantir melhores condi¢des higiénico-sanitarias do abate foram realizadas
no frigorifico de estudo, proporcionando assim, qualidade adequada as carcacgas, 0 que

permite sugerir a baixa ocorréncia de ambos os patégenos no Brasil.

e Recortes carneos

Apenas 1 (0,31%) das 323 amostras de recortes carneos foi positiva para
pesquisa de E. coli O157:H7. Valor bem semelhante foi relatado por KENNEDY et al.
(2006) nos Estados Unidos, que ao analisarem 1.199 amostras de cortes carneos
bovinos de segunda, n&o detectaram a presencga de E. coli O157:H7 (<0,083%) em
nenhuma delas. Ainda nos Estados Unidos, STOPFORTH et al. (2006) relataram taxa
de incidéncia média de E. coli O157:H7 de 0,3% em amostras de cortes de carne
bovina in natura, a qual foi isolada exclusivamente de cortes derivados da area do
lombo, sugerindo que a contaminagdo em cortes carneos pode ser influenciada pela

regido da carcaga de onde eles sao derivados.
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VI. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos conclui-se que:

e As estimativas de CBT em superficies de contato com alimentos
evidenciaram alto percentual de amostras consideradas fora dos padrbes
higiénicos aceitaveis, indicando a necessidade da aplicacdo de acgdes
corretivas. As situacbes mais problematicas foram verificadas no setor de
abate, durante o periodo chuvoso e para a superficie de aventais, todas essas

com quantidades superiores de resultados ndo aceitaveis.

e Um numero elevado de amostras ambientais foi positiva para as
pesquisas de Listeria spp. € L. monocytogenes. O setor de cortes e a
superficie do piso revelaram-se os de maior incidéncia. N&o foram
encontradas diferencas significativas entre os periodos do ano e superficies
amostradas, demonstrando relativa persisténcia desses microrganismos no

ambiente de abate.

e As estimativas de E. coli em amostras de carcacas resfriadas
apresentaram-se em grande parte satisfatérias, sendo que os resultados
insatisfatérios ficaram mais concentrados no periodo chuvoso. Quando se
comparou a estimativa de E. coli entre as terminagdes, foram observadas

maiores contagens e resultados insatisfatérios na terminacéo a pasto.

e NAao foram constatados resultados insatisfatorios nas estimativas de CBT
em amostras de carcagas quentes, com maiores contagens presentes nos

bovinos terminados a pasto.
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e As contagens de CT demonstraram serem maiores nas carcagas de
bovinos terminados em confinamento, com resultados insatisfatérios somente

no sistema de engorda intensivo.

e A auséncia de E. coli O157:H7 e Salmonella spp. em amostras de
carcacas resfriadas e a baixa ocorréncia de E. coli O157:H7 em amostras de
recortes carneos associadas aos elevados indices de valores satisfatorios nas
estimativas de CBT, CT e E. coli, permitem concluir favoravelmente a eficacia
dos controles higiénico-sanitarios durante as operag¢des de abate, do modo
que vém sendo praticados dentro do programa APPCC, impedindo que

importantes patégenos atinjam as superficies das carcacgas.
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