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RESUMO

O tecido muscular de animais sadios é considerado estéril, livre de contaminagéo por
qualguer micro-organismo. Apds o0 abate, a carne passa a apresentar uma microbiota
bastante variavel, e sujeita a contaminagfes. Muitos desses micro-organismos sdo
constituintes naturais da microbiota intestinal de bovinos, e procedimentos ndo
adequados na linha de abate podem determinar rupturas de algas intestinais e
contaminacdo das carcacas. Foram colhidas amostras de 100 carcagas em um
frigorifico exportador, localizado no interior do Estado de Sdo Paulo, amostradas ao
longo de um ano através do método de esponjas, aplicado na regido do peito do
animal. As amostras foram colhidas em trés pontos, denominados A, B e C, sendo cada
carcaca amostrada nos trés pontos, localizados nas etapas: pds sangria (A); pds esfola
(B) e pods lavagem (C). Foram realizadas pesquisas de Listeria sp., E. coli 0157,
Salmonella spp. e Micro-organismos Indicadores (Petrifilms® AC, EC e EB). Ndo foram
isolados Listeria ou E. coli 0157 em nenhuma das 300 amostras. Salmonella spp. foi
isolada em 9, sendo oito no ponto A e uma no ponto B. Para Meséfilos, as contagens
variaram de 0 a 6,8 log UFC/cm?, para Coliformes totais, de 0 a 4,57 log UFC/cm? e
para E. coli de 0 a 4,38 log UFC/cm?. Diante dos resultados obtidos, e em comparacdo
com a literatura, conclui-se que o estabelecimento estudado apresenta qualidade,
tanto sanitaria (devido as baixas prevaléncias dos patdégenos) quanto higiénica (devido

a acentuada diminui¢do da carga microbiana de indicadores ao longo da linha).



ABSTRACT

The muscle tissue of healthy animals is considered sterile, free of any contamination
by micro-organism. After slaughter, the meat begins to show a microbiota quite
variable and subject to contamination. Many of these micro-organisms are natural
constituents of the intestinal tract of cattle, and procedures not appropriate on the
slaughter line may determine rupture of the bowel and contamination of carcasses.
Samples were collected from 100 carcasses in a slaughterhouse exporter, located
within the State of Sdo Paulo, sampled over a year by the sponge method, applied to
the chest of the animal. Samples were taken at three points, called A, B and C, each
carcass sampled at three points located in steps: after bleeding (A) after skinning (B)
and after washing (C). Research was conducted of Listeria sp., E. coli 0157, Salmonella
spp. and Micro-organism (Petrifilms ® AC, EC and EB). Does not were isolated Listeria
or E. coli 0157 in any of the 300 samples. Salmonella spp. was isolated in nine, eight at
point A and one at point B. To Mesophiles, scores ranged from 0 to 6.8 log UFC/cm?;
for Total coliforms, 0 to 4.57 log UFC/cm? and E. coli from 0 to 4.38 log UFC/cm?. With
the results obtained and compared with the literature, it is concluded that the
establishment in study has both quality sanitary (due to the low prevalence of
pathogens) as hygienic quality (due to the sharp decrease in the microbial load of

indicators along the line.



1.0 - INTRODUGAO

Os avangos técnico-cientificos observados nas ultimas duas décadas contribuiram para o
aumento dos indices de produtividade dos animais, sendo o bovino uma espécie em destaque
na producdo de alimentos destinados ao consumo humano (VANDERZANT & SPLITTSTOESSER,
1996).

Segundo a FAO (Organizacdao das Nag¢des Unidas para a Agricultura e a Alimentacdo) a
producdo de alimentos terd de aumentar em 70% até 2050 para suprir a expansado da
populacdo mundial (FAO, 2012).

A populagdo mundial passou dos 7 bilhGes de pessoas segundo o Fundo de Populagdo
das NagGes Unidas (UNFPA, 2011). Destes, calcula-se que 2 bilhdes sejam mal nutridos e 840
milhdes passem fome. A menos que sejam tomadas medidas para corrigir e adequar os
sistemas de producdo e distribuicdo de alimentos, esse quadro tende a se agravar, ja que se
estima que a demanda por produtos de origem animal triplique ou até mesmo quadruplique
nos préximos 30 anos (D’SILVA, 2000). Entretanto, esse cendrio poderia ainda ser pior, se a
producdo de alimentos ndo houvesse aumentado nos ultimos anos. Nos paises em
desenvolvimento, por exemplo, nas ultimas duas décadas observou-se um aumento de 127%
na produgdo de carne e 331% na de ovos. Mesmo assim, somente 22% da proteina da dieta
sdo de origem animal, enquanto que nos paises desenvolvidos esse valor é de 60% (FRESCO &
STEINFELD, 1997 apud D’SILVA, 2000).

O volume, cerca de 9,2 milhGes de toneladas, e a regularidade da produgdo a precos
competitivos, face ao consumo internacional crescente, consolidou o Brasil como o maior
exportador mundial de carne bovina. Hoje ele exporta para mais de 180 paises e destina
anualmente 117.121 toneladas para a Unido Européia. Esta posicdo foi atingida com o
aumento absoluto de 23,2% das exportagdes no periodo entre 2000 e 2006, através do

aumento das encomendas dos compradores tradicionais e também da conquista de novos



mercados (ABIEC, 2010). O aumento da receita é explicado pelo aumento absoluto do preco da
carne bovina no mercado internacional, além do aumento das vendas de cortes de maior
valor, especialmente para a Unido Européia.

A fim de se verificar a qualidade e inocuidade final dos produtos, os sistemas de controle
de qualidade utilizados na produgdo de carne bovina levam em considera¢do diferentes
parametros microbioldgicos, sendo os micro-organismos indicadores bastante utilizados para
esse fim, como os aerdbios mesdfilos e coliformes. A Comunidade Européia, por exemplo,
determina a enumeracdo de aerdbios mesdfilos e enterobactérias, além de pesquisa de
Salmonella spp. em carcacas bovinas como medidas de verificacdo da qualidade microbioldgica
do processo de abate (COMISSION REGULATION - EC, 2007). No caso do Brasil, os padrdes
geralmente sdo seguidos de acordo com as exigéncias de cada mercado importador, ja que ha
somente um parametro microbioldgico (Salmonella spp.) preconizado pela resolucdo do
colegiado (RDC n? 12) para a carne bovina produzida e comercializada in natura no pais
(BRASIL, 2001).

A grande variacao de mercados importadores impoe diferentes exigéncias e padroes de
qualidade e higiene que devem ser preconizados. De forma geral, os cortes destinados ao
mercado externo devem ser analisados quanto a presenca de micro-organismos deteriorantes
e patogénicos, o que pode limitar a compra desses produtos caso ndo sejam atingidos os
critérios microbioldgicos estabelecidos pelos paises importadores, como os membros da
Comunidade Européia (COMISSION REGULATION - EC, 2007).

Segundo a Organizacao Mundial de Saude (OMS), aproximadamente 75% das doencas
que tém afetado o homem nos ultimos 10 anos sdo causadas por patdgenos presentes em
animais ou em produtos de origem animal. Muitas dessas doencas tornam-se um problema
global devido ao seu alto potencial de disseminagao (WHO, 2010).

Segundo a Food Agriculture Organization (FAO), um quinto da populacdo mundial

alimenta-se de carne. Por esta razdo, atualmente, tem-se uma grande preocupagdo em



proporcionar as pessoas um produto mais saudavel, uma vez que existem problemas sanitarios
ligados a este, sendo eles relacionados a contaminagdao, manipulagdo ou conservagdo
inadequada (PIGATTO et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2008).

Para obtenc¢do de um alimento seguro, os cuidados devem ter inicio na fase primaria de
produgdo. O sistema de “Boas Praticas Agricolas” (BPA) apresenta-se como alternativa a ser
empregada ja na produgao primaria. Em alguns paises hd uma mentalidade voltada para sua
adaptacdo e implantagdao nas fazendas através de programas do tipo “from farm to fork”, que
numa traducgado livre seria a producdo de alimentos seguros envolvendo todas as etapas de
producdo, isto é, “da fazenda ao garfo do consumidor” (CULLOR, 1995; JOHNSTON, 2000).

O tecido muscular de animais sadios é considerado, em situa¢Ges normais, estéril, livre
de contaminagdo por qualquer micro-organismo. Apds o abate e em decorréncia de varias
operacgdes envolvidas na obtencdo final das carcacas e cortes, a carne passa a apresentar uma
microbiota bastante varidvel, uma vez que pode se tornar sujeita a contaminagdes
provenientes de diferentes fontes. A contaminacdo microbioldgica das carcagas bovinas ocorre
principalmente durante o processamento e manipulacdo, nas etapas de esfola, evisceracdo,
processamento de cortes, embalagem, estocagem e distribuicdo dentro de um frigorifico e
para pontos comerciais (GILL, 1998). Fezes sdo consideradas como as principais fontes de
contaminagcdo e podem atingir a carcaga por deposi¢cdo direta, e até mesmo por contato
indireto com carcagas contaminadas, equipamentos, trabalhadores, instalacdes e ar (BORCH &
ARINDER, 2002).

As primeiras incisGes na pele, bem como parte da esfola é realizada com faca que pode
ser contaminada pela superficie da carcacga. Facas esterilizadas usadas para incisdo e separacao
da pele podem adquirir, em toda lamina, aerdbios mesdfilos, esporos de Bacillus, micro-
organismos psicrotréficos e géneros pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Também é

possivel serem detectados diversos sorotipos do género Salmonella. Outras contaminacgées



nesta fase do trabalho s3ao provenientes do contato da superficie da carcaca com a pele ja
separada ou maos dos operarios (ROCA, 2004).

Diante do cenario descrito, este trabalho se justifica, pois pode revelar de forma
dindmica as condigGes higiénico-sanitarias ao longo de uma linha de abate de bovinos, por
meio da identificacdo e enumeragdo de patdgenos e micro-organismos indicadores. Estes
dados atuam como pardametros e ferramentas, que vao subsidiar um conjunto de praticas e
acles que visam a manutencdo da condi¢do brasileira frente ao mercado internacional, com

expectativa de aumento da producdo de forma segura e responsavel.

2.0 - REVISAO

2.1 - Listeria monocytogenes

Apresentam-se na forma de bastonete gram positivo, mdvel a 252C, mas imédvel
a 379C, nao formador de esporo, anaerébio facultativo. O género Listeria é formado

por seis espécies: L. monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri, L. ivanovii, L.

grayi.

Listeria monocytogenes é o agente causador da listeriose, doenga zoondtica grave que
pode levar ao aborto, problemas neurolégicos, septicemia e disfungdes gastrointestinais.
Alguns estudos sugerem que até 21% dos humanos sejam portadores desta bactéria nos
intestinos (SKIDMORE, 1981; SCHUCHAT et al., 1991; MASCOLA et al., 1992; SLUTSKER &
SCHUCHAT, 1999). Este patdgeno tem sido encontrado mundialmente em pelo menos 42
espécies de mamiferos, tanto domésticos quanto silvestres, assim como em pelo menos 22

espécies de pdassaros e também em algumas espécies de peixes e moluscos (ANON., 1991;



RYSER & MARTH, 1999; ROCOURT et al., 2000; DESTRO, 2000). L. monocytogenes é um micro-
organismo ubiquo, podendo ser isolado do solo, agua, silagem, plantas e outras fontes
ambientais. Esta bactéria é bem resistente e suporta os efeitos deletérios do congelamento,
secagem, acidez e calor, mesmo nao sendo formadora de esporos (CLIVER, 1990; PERRY &
DONNELLY, 1990; PELL, 1997; RYSER & MARTH, 1999; DYKES & MOORHEAD, 2000).

Uma caracteristica importante de L. monocytogenes é sua habilidade em sobreviver e se
multiplicar dentro da célula eucariética bem como induzir a infecgdo célula-célula. Os genes
responsaveis pelo ciclo intracelular estdo localizados no cromossomo, entre o locus prs e Idh o
qual é referido como LIPI-1 (“Listeria pathogenicity island 1”) (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).
Ap0s a lise dos vacuolos, a qual é mediada por duas proteinas, listeriosina toxina formadora de
poros (LLO) e fosfatidilinositol fosfolipase (PlcA), a replica¢do bacteriana é realizada no citosol.

Outros fatores também sdo descritos como importantes para os mecanismos de
patogenicidade de L. monocytogenes. A proteina de superficie ActA conduz o micro-
organismo para as fibras de actina e finalmente a conexao com a outra célula hospedeira é
mediada pelas internalinas (CABANES et al., 2002). Dentro da familia das internalinas ja foram
identificadas em L. monocytogenes a proteina InlA, a qual possui funcdo de invasdo através da
interacdo com receptores de caderina em células epiteliais (LECUIT et al., 2001). Werbrouck et
al. (2006) mostraram que diferencas no nivel de expressao de InlA e InIB em isolados clinicos
de L. monocytogenes interferem no mecanismo de invasao de linhagem hepaticas e entéricas.
Quatro outras internalinas “like” (InlE, InlIF, InIG e InIH) também sdo descritas no genoma
bacteriano e estas possuem dominios de regifes ricas em leucina (LRR) e também regides
conservadas repetidas internas (IR). Dominios LRR sdo conhecidos por serem envolvidos em
interacdo proteina-proteina, adesdo, interacdo com receptores e sinalizagdo (CABANES et al.,
2002).

L. monocytogenes tem sido associada com alimentos tais como leite cru, leite

supostamente pasteurizado, queijos, sorvetes, vegetais crus, embutidos de carne, frango cru e



cozido, carne crua e peixes crus ou defumados. Sua habilidade de se desenvolver em
temperaturas tdo baixas quanto 3°C, permite sua multiplicacdo em alimentos refrigerados
(RORVIK & YNDESTAD, 1991; SANAA et al., 1993; NORRUNG et al.,, 1999; PETERSEN &
MADSEN, 2000; DESTRO, 2000; BERSOT et al., 2008).

L. monocytogenes é responsavel por cerca de 2.500 casos de enfermidades transmitidas
por alimentos por ano nos Estados Unidos, sendo 500 destes fatais. J4 pelos dados do FoodNet
(CDC-EUA), estima-se que ocorram 2493 casos de listeriose de origem alimentar anualmente,
com 499 mortes, o que torna L. monocytogenes um dos 5 patégenos que mais causa morte
nos EUA, sendo responsavel por 28% do total de débitos causados por doengas de origem
alimentar naquele pais (MEAD et al., 1999).

Com relagdo a listeriose causada por ingestdo de produtos carneos contaminados, o
primeiro surto comprovado envolveu um tipo de paté importado pelo Reino Unido com 366
doentes e 63 mortes (McLAUCHLIN et al., 1991), e o primeiro relato nos Estados Unidos foi de
um caso esporadico relacionado ao consumo de embutido de carne de peru, por um paciente
com cancer (MMWR, 1989).

Uma grande variedade de carnes e produtos cdrneos, além de plantas de
processamento, tém sido associadas a contaminagdo por L. monocytogenes (NESBAKKEN et al.,
1996; NORRUNG et al., 1999; CORDANO & ROCOURT, 2001; PECCIO et al., 2003; BARBALHO et
al., 2005; GUDBJORNSDOTTIR et al., 2004; BARROS et al., 2007).

Outro ponto critico a ser analisado é a silagem, pois quando de baixa qualidade, pode
favorecer enormemente a proliferacao de Listeria. Ha evidéncias de que a silagem fornecida
aos animais possa ser veiculadora de L. monocytogenes (PERRY & DONNELLY, 1990). Quando
animais que antes se alimentavam de pastagens comegaram a ingerir silagem, observou-se um
aumento na probabilidade destes excretarem L. monocytogenes nas fezes (FENLON et al.,
1996). Ha relatos de que a silagem é a fonte dessa contaminacdo na fazenda (KALAC, 1982;

DICKSON & MACNEIL, 1991). Animais alimentados com silagem contaminada podem ser



portadores assintomdticos e dissemina-la no rebanho, assim como no leite (PERRY &
DONNELLY, 1990; MANZANO et al., 1998; BOVILL et al., 2000). Em Vermont, EUA, Perry &
Donnelly (1990) detectaram a presenca de L. monocytogenes em 2,9% de amostras de silagem.
Na Escécia, Fenlon (1985) encontrou 2,5% das amostras examinadas de silagem em 1983, e
5,9% das amostras em 1984 contaminadas por L. monocytogenes.

O confinamento dos animais pode favorecer a disseminacgao de Listeria spp. e de outros
micro-organismos patogénicos no rebanho. Num estudo realizado em Nebraska, EUA, com
bovinos confinados, detectou-se uma média de 22% de animais com fezes contaminadas com
Listeria spp., sendo 2,2% positivos para L. monocytogenes, estando os animais clinicamente
sadios (SIRAGUSA et al., 1993). Outro levantamento da presenca de Listeria monocytogenes
em fezes de gado bovino abatido na lugoslavia mostrou que 24% das amostras foram positivas
para esta bactéria. Neste mesmo trabalho, a incidéncia de L. monocytogenes em carne moida
foi de 69% (BUNCIC, 1991). Norrung et al. (1999) verificaram, na Dinamarca, uma taxa de
12,3% de L. monocytogenes em carne crua e 23,5% em carne processada. Um grande
levantamento sobre a presenca de micro-organismos patogénicos em carcagas de bovinos
abatidos nos EUA foi realizado entre dezembro de 1993 e novembro de 1994 pelo Servico de
Inspecao Federal do pais. Verificou-se que 238 (11,3%) das 2112 carcagas analisadas
apresentaram L. monocytogenes como contaminante (ANON., 1996).

A eliminacdo de L. monocytogenes em ambientes de indUstrias de alimentos é uma
grande preocupacdo, ja que é sabidamente conhecida a sua resisténcia a agentes
antimicrobianos e substancias quimicas, como 4cidos e alcalis. Entretanto, é a sua capacidade
de adesdo e consequente formacdo de biofilmes que atuam como principais fatores de
persisténcia de L. monocytogenes em industrias de alimentos (HOOD & ZOTTOLA, 1995; DYKES
& MOORHEAD, 2001; DYKES, 2003; TAKHISTOV & GEORGE, 2004; M@RETR® & LANGSRUD,
2004). Este micro-organismo possui comprovada capacidade de adesdo em superficies de

diferentes tipos de materiais, tais como borracha, plastico, vidro e aco inoxidavel,



frequentemente utilizados em utensilios e equipamentos em industrias (BERESFORD et al.,

2001; GANDHI & CHIKINDAS, 2007).

2.2 — Escherichia coli

Dentre os tipos de E. coli patogénicas, as cepas verotoxigénicas (VTEC) possuem grande
importancia epidemioldgica, ja que grande quantidade dos sorogrupos sdo comensais em
bovinos e causam severa enfermidade em seres humanos, particularmente creditada ao
sorogrupo 0157, associado ou ndao ao sorogrupo H7 (SYNGE, 2000). Porém, varios outros
sorogrupos sdo sabidamente produtores potenciais de verotoxinas, e estdo associados a
infecgGes esporddicas e surtos em humanos (COIA, 1998).

E. coli é uma espécie de bactéria pertencente a microbiota autdctone do trato entérico
de mamiferos e aves. Entretanto, algumas cepas possuem potencial patogénico e causam
distintas sindromes diarréicas, sendo divididas em diferentes grupos considerando seus fatores
de viruléncia, sindromes clinicas, epidemiologia e diferentes sorogrupos (JAY et al., 2005).

A primeira descricdo de que as cepas de E.coli poderiam produzir toxinas, que afetavam
de forma irreversivel as culturas de células Vero (células do rim de macacos-verdes), ocorreu
em 1977 e em virtude dessa a¢do as toxinas foram denominadas verotoxinas (KONOWALCHUK
et al., 1977). Sao também chamadas de toxinas de Shiga , devido a homologia na sequéncia de
aminoacidos, estrutura e atividade com a toxina produzida por Shigella dysenteriae sorotipo 1
(CEBULA et al., 1995).

As toxinas de Shiga (stx) sdo fatores de viruléncia essenciais na patogénese de VTEC.

Dois tipos de stx sdo conhecidas: stx1 e stx2 (STROCKBINE et al., 1986). A stx1 é uma molécula



altamente conservada e estruturalmente similar a toxina Shiga da Shigela dysenteriae tipo 1
(MELTON-CELSA et al., 1998). Porém, a stx2 possui variantes antigénicas (stx2c, stx2d, stx2e e
stx2f) com diferentes fung¢bes bioldgicas (GYLES, 2006). Embora as stxl e stx2 possuam
mecanismos de ac¢do parecidos, existem somente 55% de similaridade na sequéncia de
aminodcidos entre as subunidades A. A subunidade B é responsdavel pela ligacdo a receptores
do tipo globotriaosylceramida (Gb3) presentes na superficie celular. A presenca desta classe de
receptores é um determinante primdrio para susceptibilidade do tecido entérico a injuria.
Existem evidéncias que citocinas pro-inflamatérias (IL-18 e tumor necrose fator-a) e butirato
de sddio podem super-regular a expressdo de Gb3 e aumentar a susceptibilidade da célula a
infeccdo (GYLES, 2006). Apds a adsorcdo, a penetracao celular é mediada pela via dependente
de clatrina, a qual direciona a molécula a vesiculas endociticas que a transporta até o
complexo de Golgi, o reticulo endoplasmatico e posteriormente ao citosol. Nesta etapa, a
subunidade A dissociada promove a clivagem de adeninas complexadas ao RNA ribossémico
28S, e consequentemente impede a sintese proteica. Como resultado deste estresse ribotéxico
a célula afetada ativa as suas vias de apoptose (SMITH et al., 2003).

A intimina é outro importante fator de viruléncia codificado pelo gene eae essencial
para adesdo da VTEC aos enterdcitos (KAPER et al., 1998). Este gene ja foi detectado em
diversos sorotipos das VTEC e, em modelos animais estd envolvido nos mecanismos de
colonizacdo (DONNEMBERG et al., 1991). Cinco tipos de intiminas ja foram identificadas e
designadas como a, B, y, 6 e €. Estudos sugerem que os diferentes tipos de intiminas
determinam o padrao de colonizagdo e tropismo tecidual as placas de Peyer (ADU-BOBIE et al.,
1998).

As enterohemolisinas sdo também reconhecidas como fatores de viruléncia das VTEC,
sendo assim classificadas por causar hemdlise em eritrécitos de ovinos. Sdo sintetizadas como
pro-toxinas que requerem processamento especifico para a sua ativa¢do e formacgdo de poros

na membrana dos eritrécitos (COOKSON et al., 2007). A presenca desta classe de toxina é



frequentemente encontrada nos sorotipos 0157:H7 e 0O111:H  (SCHIMIDT et al.,, 1995;
SCHIMIDT et al., 1996). Relacionada a sindrome urémica hemorragica, amostras de soro de
pacientes comumente possuem anticorpos direcionados as hemolisinas das cepas da 0157:H7
(SCHIMIDT et al., 1995).

Os bovinos sao considerados os principais veiculadores de VTEC, uma vez que os animais
infectados raramente apresentam sintomas evidentes e eliminam os micro-organismos
continuamente pelas fezes, contaminando o ambiente e os alimentos produzidos (PHILLIPS,
1999). A transmissdo de VTEC para seres humanos pode ocorrer de diferentes formas, como
por contato direto com bovinos que estdo eliminando esses micro-organismos, ou por
consumo de alimentos e dgua contaminados. Essa ultima forma é a mais comum de
transmissdo, e é a frequentemente descrita em casos e surtos de infec¢des por VTEC (SYNGE,
2000). Os alimentos mais associados a transmissao de VTEC sdo carne bovina malpassada, leite
cru, queijos feitos com leite cru, vegetais crus (contaminagdo cruzada) e produtos carneos
fermentados (BLACKBURN & MCCARTHY, 2000).

Os sintomas em seres humanos decorrentes da infecgao por VTEC variam de quadros de
diarréia com ou sem presenga de sangue (colite hemorragica), até a sindrome hemolitica
urémica, considerado o quadro mais grave. No Reino Unido, por exemplo, estima-se que 10%
dos pacientes com colite hemorragica desenvolvem a sindrome urémica, com maior
frequéncia de ocorréncia entre pacientes com 0 a 4 anos e acima de 65 anos de idade,
principalmente no verdo (SIMMONS, 1997).

Varios trabalhos relatam a presenca de VTEC em produtos carneos. Carney et al. (2006)
observaram uma frequéncia de 2,4% de VETC em cortes bovinos na Irlanda, com a maioria dos
isolados apresentando importantes genes associados a patogenicidade. Chapman et al. (2001)
verificaram a presenca de E. coli 0157 em um estudo desenvolvido ao longo de um ano na
Inglaterra, e isolaram o patdgeno em 12,9% dos bovinos, 1,4% das carcacas e em 0,44% dos
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produtos carneos, com maiores frequéncias e contagens acima de 10° UFC/g entre os meses



de julho e agosto. Madden et al. (2001), em estudo realizado na Irlanda do Norte, ndo isolaram
E. coli 0157:H7 em nenhuma das carcagas bovinas analisadas. Fantelli & Stephan (2001)
detectaram a presenca de cepas de E. coli que apresentavam os genes stx1 e stx2 em 2,3% de
amostras de carne picada na Suica, Tutenel et al. (2003) detectaram E. coli 0157 em carcagas
bovinas e em amostras de carne moida, apresentando varios genes associados a
patogenicidade. Em estudo realizado no Brasil e na Argentina, a maioria dos isolados de E. coli
verotoxingénicas apresentaram o gene stx2, com diferencas no potencial patogénico

considerando os sorotipos e gendtipos (GUTH et al., 2003).

2.3 — Salmonella

O género Salmonella constitui-se de bactérias pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, bacilos Gram-negativos, anaerdbios facultativos, ndo formadores de
esporos com flagelos peritriquios, com excecdo de Salmonella Pullorum e Salmonella
Gallinarum (aflagelares) (SILVA, 1997).

O nome do género foi primeiramente sugerido por Lignieres em 1900, em
reconhecimento ao trabalho realizado pelo bacteriologista americano Daniel EImer Salmon,
que, juntamente com Theobald Smith, em 1886, descreveram o bacilo da "peste suina" (BELL
& KYRIAKIDES 2002).

Em 1888, Gaertner isolou Bacterium enteritidis (posteriormente renomeado Salmonella
ENTERITIDIS) tanto da carne de um bovino quanto dos 6rgaos de um homem que morreu 36
horas apds a ingestdo do alimento. Este homem foi uma das 58 pessoas que consumiram o
produto e desenvolveram infeccdo alimentar. Este é provavelmente o primeiro surto de
salmonelose confirmado em laboratorio (TOPLEY & WILSON, 1929b).

A taxonomia é complexa e diferentes sistemas sdo empregados para definir esse género.

Entretanto, a nomenclatura adotada por varios centros de referéncia internacional para



sorotipagem reconhece que o género Salmonella é taxonomicamente dividido em duas
espécies: S. enterica e S. bongori, (BRENNER et al., 2000; POPOFF & LEMINOR, 2005).
Recentemente, foi proposta a inclusdo de uma terceira espécie denominada S. subterranea,
isolada de sedimento coletado de uma regido aquifera nos Estados Unidos (SHELOBOLINA et
al., 2004).

A espécie S. enterica é dividida em seis subespécies, referidas por nomes e algarismos
romanos: S. enterica subespécie enterica (l), S. enterica subespécie salamae (ll), S. enterica
subespécie arizonae (llla), S. enterica subespécie diarizonae (lllb), S. enterica subespécie
houtenae (IV) e S. enterica subespécie indica (VI) (BRENNER et al., 2000; POPOFF & LE MINOR,
2005).

Cada espécie e/ou subespécies, apresenta diversos sorotipos ja descritos, totalizando
atualmente 2587 para S. enterica e suas subespécies, e 23 para S. bongori (GUIBOURDENCHE
et al., 2010).

A sorotipagem é baseada no esquema de Kauffmann-White e consiste na caracterizacdo
dos antigenos somaticos (O) e flagelares (H) (POPOFF & LE MINOR, 1997).

Embora todos os sorotipos de Salmonella devam ser considerados patogénicos, apenas
um numero limitado deles é responsdvel por infeccgdo em humanos e animais (FARMER Il et
al.,1984). A maioria dos sorotipos responsaveis pelas enfermidades pertence a espécie
enterica subespécie enterica (POPOFF e LEMINOR, 2005).

As doencas causadas por Salmonella sdo divididas em trés grupos: febre tifdide, que tem
como agente etioldgico o sorotipo Salmonella Typhi, febres entéricas, que tém como agentes
etioldgicos Salmonella Paratyphi A, B e C, e as enterocolites, que podem ser causadas,
teoricamente, por todos os demais sorotipos (FRANCO & LANDGRAF, 1996; CONNOR &
SCHWARTZ, 2005).

Os principais sintomas das salmoneloses classicas (enterocolites) sdo dores abdominais,

diarréia, vomito e febre e, em média, ocorrem de 12 a 36 horas apds o consumo de agua e



alimentos contaminados. Entretanto, esse periodo de incubagdao pode variar em fung¢do da
quantidade de células viaveis ingeridas e do sorotipo envolvido (SALYERS & WHITT, 1994). A
dose infectante, em pessoas sauddaveis, também varia de acordo com o sorotipo e alimento
envolvidos, podendo ser de poucas células (< 10, por exemplo) a milhares ou milhdes delas
(10° a 10°/g ou mL do alimento ou 4gua) (VARNAN & EVANS, 1991: MORGAN et al., 1994;
VOUGHT & TATINI, 1998).

As salmoneloses podem ser graves, especialmente em criangas, idosos e pessoas
imunodeprimidas, uma vez que a bactéria pode atingir a corrente sanguinea e provocar
infecgGes extra-intestinais (D’AOUST et al, 2001). O risco de doengas invasivas causadas por
Salmonella pode ser de duas a seis vezes maior quando comparado com infec¢Ges ocasionadas
por outros patdgenos de origem alimentar, assim como é maior também a incidéncia de dbitos
(ADAK et al., 2005; HELMS et al., 2006).

Os resultados obtidos em pesquisas, quanto a presenca de Salmonella spp. em produtos
carneos sdo bastante variados. Souza e Joelle (2000), Salvatori et al. (2003) e Marques et al.
(2006) nao detectaram este patégeno em 30 amostras de carne bovina moida em Macapd, em
70 amostras de embutidos frescos (linguica crua e derivados) provenientes de comércio
varejista em Porto Alegre e em 40 amostras de linguicas adquiridas de estabelecimentos
comerciais em Minas Gerais, respectivamente.

Por outro lado Reis et al. (1995) em Cuiabd - MT, Giombelli e Silva (2001) em Chapecé -
SC e nos Estados Unidos Betancourt et al. (2004) isolaram este micro-organismo
respectivamente em: 26% das amostras de produtos carneos, em 50,50% de 95 amostras de
carne in natura e 0,8% das carcacas de dois frigorificos um no sul e outro no norte dos EUA.

Em estabelecimento frigorifico na Irlanda, McEvoy et al. (2003) identificaram presenca
de Salmonella em amostras de fezes, rimens e carcagas, sendo que os sorotipos isolados

foram Salmonella Dublin, Salmonella Typhimurium e Salmonella Agona.



Em Jodo Pessoa, Oliveira et al. (2008) ndo detectaram Salmonella nos estabelecimentos

gue comercializam carne bovina, tanto no ambiente como também nos produtos carneos.

2.4 — Micro-organismos Indicadores

Sdo considerados micro-organismos indicadores os grupos ou espécies de micro-
organismos que, quando presentes em um alimento, podem fornecer informacgées sobre a
ocorréncia de contaminacdo de origem fecal, sobre a provavel presenca de patégenos ou
sobre a deterioracdo potencial do alimento. Além disso, podem indicar condi¢des sanitdrias
inadequadas durante o processamento, produgdo ou armazenamento do alimento
(GOMBOSSY & LANDGRAF, 2003).

A inocuidade e a qualidade de produtos cdrneos podem ser estimadas através da
pesquisa de diversos micro-organismos indicadores, como os aerébios meséfilos e coliformes.
A enumeracdo de aerébios mesdfilos fornece uma estimativa da populacdo geral de micro-
organismos que estdo presentes nos produtos carneos, e altos niveis de contaminac¢do estdo
associados a baixa qualidade (GILL, 1998; JAY et al., 2005). Colifomes, principalmente
Escherichia coli, geralmente sdo associados a contaminacdo por matéria de origem fecal e
sugerem a presenca de patdgenos de origem entérica (EISEL et al., 1997; JAY et al., 2005).
Segundo a legislacdo americana, a pesquisa de E. coli em carcagas bovinas é obrigatdria a fim
de se controlar a contaminacgdo por patdgenos de origem entérica (USDA, 1996).

Os micro-organismos indicadores também estdo relacionados com critérios
microbioldgicos, utilizados para avaliar a seguranca do alimento, a adesao as Boas Praticas de
Fabricacdo e a vida de prateleira do alimento. Com isto, proporcionam informacgdes para a
aceitabilidade ou rejeicdo de um produto (PIERSON & SMOOT, 2001).

Segundo a Comissdo Internacional de Especificacdes Microbioldgicas para Alimentos

(ICMSF, 1984), os indicadores podem ser agrupados em duas categorias: (I) Micro-organismos



gue ndo oferecem um risco direto a saude: contagem padrdao de meséfilos, contagem de
psicrotréficos e termofilos, contagem de bolores e leveduras. (ll) Micro-organismos que
oferecem um risco baixo ou indireto a saude: coliformes totais, coliformes fecais, enterococos,
enterobactérias totais e Escherichia coli.

Um microrganismo indicador deve apresentar as seguintes caracteristicas: i) ser de facil
e rapida deteccdo na amostra; ii) ser facilmente diferenciado de outros membros da
microbiota presente; iii) ser detectado na presenca de patégenos e ndo detectado na auséncia
dos mesmos, com exce¢do de numeros minimos; iv) possuir caracteristicas e taxas de
crescimento equivalentes as do patégeno (LIMA & SOUSA, 2002).

Niveis de contaminacdo por aerdbios meséfilos abaixo de 10° UFC/cm” indicam boas
condi¢Bes de higiene durante o abate. Contaminacdo de carnes em niveis acima de 10°
UFC/cm? indica inicio de processo de deterioragdo, com producdo de odores tipicos e reducdo
do “shelf-life”. Quando o nivel de contaminag3o atinge valores da ordem de 10’ UFC/cm” a
formacdo de limosidade ja é evidente (GILL, 1998).

Phillips et al. (2001) analisaram 1.275 amostras de carcagas bovinas em diferentes
estabelecimentos australianos e encontraram valores médios de 2,6 x 10®> UFC/cm’ para
contagem total de mesdfilos nas carcagas apds a refrigeragao.

Collobert et al. (2002), analisando 233 carcagas bovinas na regido de Calvados na Franga,
isolaram mesdfilos com populacdes médias de 6,0 x 10° UFC/cm?.

Hansson (2001), apds analise de 200 carcagas bovinas em frigorificos de alta e baixa
capacidade de abate na Suiga, encontrou valores médios de mesdfilos de 3,8 x 10° UFC/cm?
nas plantas de alta capacidade e 2,7 x 10° UFC/cm? nas de baixa capacidade; e para coliformes,
em 50% das amostras das unidades de alta capacidade e 42% das de baixa capacidade. O valor
mais elevado de coliformes nos abatedouros de alta capacidade foi de 3,7 x 10? bactérias/cm?

e nos de baixa foi de 1,5 x 10* bactérias/cm?. No teste para E. coli, nos abatedouros de alta



capacidade, sua presenca foi detectada em 34% das amostras de carcaga bovina, com 41% das
amostras dos abatedouros de baixa capacidade também a evidenciando.

Bell (1997) demonstrou que os locais das carcagas que tiveram contato direto com
contaminagdao fecal, contida ou oriunda da pele, apresentaram contagens de micro-
organismos aerdbios iguais ou superiores a 10* UFC/cm? e E. coli excedente a 10* UFC/cm”.

Apesar de alguns micro-organismos indicadores sugerirem a presenga de certos perigos
microbioldgicos, a pesquisa efetiva de patdgenos é fundamental pra garantia da seguranca

microbioldgica de produtos carneos

3.0 - JUSTIFICATIVA

A contaminacdo da carne bovina pelos patdgenos descritos e por micro-organismos
indicadores de higiene pode ocorrer em diferentes etapas do abate e processamento de
produtos carneos. Como observado, muitos desses micro-organismos sdo constituintes
naturais da microbiota intestinal de bovinos, e procedimentos ndo adequados na linha de
abate podem determinar rupturas de algas intestinais e contaminagdo das carcacgas. Outra
caracteristica importante que ndo pode ser descartada como foco de contaminagdo é a
capacidade de L. monocytogenes e Salmonella de formarem biofilmes em utensilios e
equipamentos em contato direto com produtos carneos (HOOD & ZOTTOLA, 1997).

Considerando a importancia que a carne bovina representa para a economia do Brasil,
estudos que sejam desenvolvidos na cadeia de producdo a fim de garantir qualidade e
seguranca microbiolégica a esse produto sdo fundamentais. A obtencdo de produtos carneos
com qualidade e seguranga microbiolégica garantird a manutengdo da posi¢ao do Brasil como
maior exportador mundial de carne bovina, além de assegurar para a populagdo um produto

de alta qualidade e seguranca.



Os dados obtidos neste estudo sdo parte integrante de dois projetos abrangentes que
tém como objetivo levantar dados sobre a contaminag¢do de cortes cdrneos, utensilios e
manipuladores com a finalidade de estabelecer um estudo futuro de Analise de Risco,
intitulados: “Epidemiologia molecular de Listeria monocytogenes e Escherichia coli
verotoxigénica na linha de abate e processamento de carne bovina” (Edital MCT/CNPg/CT -
Agronegocio/MAPA - SDC No 40/2008) e “Implantacdo de um Centro Colaborador em Defesa
Agropecudria para Avaliagao de Riscos Microbioldgicos em Produtos de Origem Animal (CDA —

ARMPOA)” (Edital CNPQ/MAPA/SDA N2 64/2008).

4.0 - MATERIAL E METODOS

4.1 - Coleta e Preparagao das Amostras

Foram colhidas amostras de 100 carcagas em um frigorifico exportador de carne bovina,
localizado no interior do Estado de S3ao Paulo, amostradas aleatoriamente ao longo de um ano.

Para amostragem utilizou-se o método de esponjas, aplicado na regido do peito do
animal, seguindo normas internacionais (ANDREWS & HAMMACK, 1998). As esponjas estéreis
apresentam-se embaladas individualmente, e foram previamente hidratadas com 10 ml de
salina 0,9%, sempre no dia anterior as coletas.

As amostras foram colhidas em trés pontos do processo de abate, denominados A, B e C,
sendo cada carcaca amostrada nos trés pontos, localizados na linha de abate nas etapas: pds

sangria (A); pos esfola (B) e pds lavagem (C) (Figuras 1, 2, 3, 4).



Figura 1. Representacdo esquemadtica do abate de bovinos com indicagdo dos locais de coleta.

Figura 2. Exemplo de amostragem no Ponto A



Figura 3. Exemplo de amostragem no Ponto B

Figura 4. Exemplo de amostragem no Ponto C

Em cada ponto foram amostradas quatro dreas de 100 cm? com auxilio de quatro
esponjas que foram depositadas em uma Unica bolsa plastica estéril. As esponjas foram
aplicadas na regido do peito do animal em forma de esfregaco (técnica ndo destrutiva),
perfazendo uma &rea total de 400cm’, e de acordo com recomendac¢des vigentes na
Comunidade Européia (COMISSION REGULATION - EC, 2007). Antes da divisdo em duas meias
carcagas (pontos A e B), as quatro dreas amostradas foram localizadas apenas externamente,
sendo duas do lado direito e duas do lado esquerdo da carcaga inteira. Apds a divisdo (ponto

C), cada meia carcacga foi amostrada em duas dreas (uma interna e uma externa) (Figura5).



As quatro esponjas obtidas em cada ponto, para cada animal, foram acondicionadas em
uma Unica bolsa plastica esterilizada (Nasco) (Adaptado de SILVA et al., 2007). Em seguida, as
amostras foram transferidas para caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel e transportadas
ao Laboratdrio de Pesquisa da Disciplina de Inspec¢do Sanitaria de Alimentos de Origem Animal
da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia (FMVZ) da UNESP, campus de Botucatu,

imediatamente apés a colheita.

Figura 5. Esquema representativo de carcagas bovinas antes (pontos A e B) e apés (ponto C) a
divisdo em duas meias carcagas, com indicacdo dos pontos (*) onde ocorreu a coleta de
amostras superficiais em areas de 100cm? (10cm x 10cm) (Fonte: Arquivo do autor, 2010).

No laboratério, foram adicionados 160 mL de solugao salina peptonada a cada bolsa
plastica, sendo a mistura homogeneizada em Stomacher® por 60 segundos (Figuras 6 e 7). De
cada homogenato obtido, com o auxilio de pipetas estéreis, foram transferidas trés aliquotas
de 40 ml cada para tubos estéreis do tipo “falcon”, cada um deles com capacidade de 50 ml.

Estes tubos foram submetidos a centrifugagdo por 1000G durante 15 minutos a temperatura

de 4°C (Figuras 8 e 9).



Figura 6. Adicao de 160ml de Solugao Salina peptonada

Figura 7. Homogenizador peristaltico Stomacher®

Figura 8. Transferéncia dos homogenatos para tubos “falcon” de 50ml.



Figura 9. Centrifuga refrigerada Eppendorf® 5410 R

4.2 - Pesquisa e Enumeracao de Listeria monocytogenes

A pesquisa e a enumerac¢do de Listeria monocytogenes foram realizadas conforme
descrito nas ISO 11290-1 e 11290-2. Os sedimentos das aliquotas de 40 mL supra-citadas
foram ressuspendidos em Caldo Half Fraser, e incubados a 20 °C durante 1 hora (Figura 10).

Para a enumeragdo de L. monocytogenes uma aliquota de 1,0 mL do Caldo Half Fraser,
apos a incubagdo de 1 hora, foi transferida para um tubo contendo 9,0 mL de dgua peptonada
tamponada (BPW), sendo realizadas diluicdes decimais seriadas que foram semeadas em
superficie de placas de agar Palcam (Figura 11). As placas foram incubadas a 37°C/ 48 horas.
Apds este periodo as colGnias caracteristicas foram contadas e 3 a 5 dessas col6nias
selecionadas foram semeadas em TSA adicionado de extrato de levedura (TSA-YE) e incubadas
a 37°C/ 24 horas (Figura 12). As colbnias tipicas de Listeria spp. foram submetidas a

identificacdo bioquimica descrita a seguir.



Figura 10. Adicdo de 100ml de Caldo Half Fraser

Figura 11. Semeadura das diluices em Agar Palcam



Figura 12. Placa TSA-YE com coldnias caracteristicas para Listeria sp.

Apds a incubacgdo inicial e a retirada da aliquota para a enumeracgdo, foi adicionado o
suplemento do caldo Half Fraser (Figura 13), com incubag3o a 30°C/ 24 horas. Decorrido este
periodo, uma aliquota de 0,1 mL foi transferida para tubo contendo 10 mL de caldo Fraser
suplementado e incubado a 37°C/ 48horas (Figura 14). A seguir realizou-se a semeadura em
placas de agar Palcam e agar Oxford que foram incubadas a 37°C/ 48 horas. Entre 3 e 5
coldnias caracteristicas forma semeadas em TSAYE e incubadas a 37°C/ 24 horas. Apds a

verificacdo de sua pureza, os isolados foram submetidos as provas bioquimicas.

Figura 13. Adicdo do Suplemento Half Fraser



Figura 14. Caldo Fraser Suplementado, o primeiro tubo a partir da esquerda mostra o
aspecto do caldo estéril, o segundo uma reagao negativa, e o terceiro uma reagao positiva
(hidrdlise da esculina).

Figura 15. Sequéncia de isolamento para Listeria sp.

Para caracterizagdo bioquimica, as coldnias de cada placa de TSA-YE foram selecionadas
e estocadas em tubos contendo TSA-YE. A partir dos tubos, foram realizados os testes

bioquimicos de reagdo de catalase, fermenta¢do de carboidratos, e teste de verificacao de



hemdlise e outros testes complementares como coloragdo de Gram e teste de motilidade,
conforme Pagotto et al. (2006) e confirmacgdo de isolados pelo API Listeria. Todas as provas
foram realizadas na presenga de um controle positivo (L. monocytogenes ATCC 7644), para
descartar qualquer falha dos reagentes ou preparo dos meios de cultura. Considerando os
resultados obtidos nos testes bioquimicos, as culturas obtidas foram identificadas conforme os

resultados descritos a seguir.

Tabela 1. - Caracteristicas bioquimicas das espécies do género Listeria.

Apds confirmagdo da espécie (L. monocytogenes), os isolados foram submetidos a
identificacdo soroldgica com antisoros somaticos e flagelares, conforme descrito por Seelinger
& Hohne (1979) e Garcia et al. (1990).

O resultado de cada analise de detecgdo foi expresso como auséncia ou presenca de

Listeria sp./cm?.

4.3 - Detecgao de Escherichia coli 0157

Para a pesquisa, as amostras coletadas foram submetidas as metodologias de detecgdo
descritas pelo Food and Drug Administration no Bacteriological Analytical Manual (FDA, 2010)

e método ISO 16654, com modificagbes. A metodologia proposta emprega meios de



enriquecimento e isolamento adicionados de diversas substancias antimicrobianas, que tém a
fungdo de inibir o desenvolvimento da microbiota acompanhante e possiveis interferéncias.
Uma aliquota de 40 mL dos homogenatos obtidos foi centrifugada e o sedimento re-
suspendido em 10 mL de caldo triptona soja modificada contendo novobiocina (mTSB + N),
com incubacdo a 41,5°C por 6h e por 18-24h. A concentracdo e separa¢do dos micro-
organismos foram realizadas utilizando-se a técnica de separagdao imunomagnética (IMS),
empregando-se particulas imunomagnéticas recobertas com anticorpos anti-0157
(Dynabeads® anti-E.coli 0157 Cat. N2 710.04 — Invitrogen do Brasil) (Figuras 16 e 17). Para
isolamento foram utilizados o dgar MacConkey telurito cefixima sorbitol (TM-SMAC), o agar de
MacConkey Sorbitol e o CHROMagar 0157 Ref. EE220 — Invitrogen do Brasil (Figura 18).
Quando presentes, cinco colbnias sorbitol negativas foram submetidas a confirmacgdo para E.
coli 0157 por testes soroldgicos.

O resultado de cada analise de deteccdo foi expresso como auséncia ou presenca de E.

coli/cm?.

Figura 16. Aparelho de Imunoseparacdao Magnética



Figura 17. Aspecto das beads depositadas na parede do tubo pela agao magnética.

Figura 18. Meio de cultura Sorbitol MacConkey com suplemento Cefexime-Telurito e
Meio Chromagar 0157

4.4 - Pesquisa de Salmonella spp.

Para a pesquisa de Salmonella spp. foi utilizada a metodologia descrita pela

International Organization for Standardizatio (1ISO 6579:2002).



Cada aliquota de 40 mL do homogenato obtido foi centrifugada e o sedimento
resuspenso em agua peptonada tamponada (APT), e incubada a 37°C por 18h. Em seguida,
transferiu-se 0,1mL da APT para um tubo contendo 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis Soya
(RVS) e incubado a 41,5°C por 24h em banho maria. Outra aliquota de 1mL foi transferida para
um tubo contendo 10mL de caldo Tetrationato Muller-Kauffmann com novobiocina (MKTTn) e
incubado a 37°C por 24h (Figura 19). Apds incubac¢do, um inéculo de cada caldo foi transferido
para placas com agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) e agar Manitol Lisina Cristal Violeta
Verde Brilhante (MLCB), com incubac¢do a 37°C por 18-24h (Figura 20). Duas a cinco colonias
tipicas de Salmonella spp. foram submetidas a provas bioquimicas, empregando-se agar
triplice agucar ferro (TSI), e agar lisina Ferro (LIA), com incubagdo dos mesmos realizada a 35° C
por 18-24h (Figura 21). Foram realizados ainda os seguintes testes bioquimicos: producdo de
indol, reacdo de Vermelho de Metila e de Voges - Proskauer, utilizagdo de citrato, utilizagdo de
glicose e lactose, observacdo do movimento de producdo de fenilalanina desaminase (kit API-
20E bioMérieux®) (Figura 22). Nos isolados suspeitos de Salmonella spp. realizou-se entdo o
teste de soro-aglutinagdao com emprego de anti-soro polivalente flagelar somatico da Probac®
(Figura 23).

O resultado de cada analise de detec¢do foi expresso como auséncia ou presenca de

Salmonella spp./cm”.



Figura 19. Caldos RVs e MKTTn

Figura 20. Inoculacdo dos caldos em XLD e MLCB

Figura 21. LIAe TSI Figura 22. Kit API-20E



Figura 23. Sorologia

4.5 - Enumeragao de Micro-organismos indicadores de higiene

Para a enumeracdo dos micro-organismos mesodfilos aerdbios, coliforme totais e
Escherichia coli, retirou-se uma aliquota de 1 mL das misturas nas bolsas plasticas, sendo a
mesma transferida para um tubo com 9mL de solugdo salina 0,85% e submetida a diluicdes
decimais seriadas em solugdo salina 0,85%. A partir de cada uma das diluices, transferiu-se 1
mL para placas de Petrifilm EC™ (3M do Brasil Ltda) para a enumeragao de Coliformes Totais e
E. coli e 1 mL para placas de Petrifilm AC™ (3M do Brasil Ltda) para a enumerac¢do de Mesofilos
Aerdbios, sendo ambas incubadas a 35-372C por 24 e 48 horas (Figura 24). Para inoculagdo das
placas, empregaram-se os difusores apropriados para cada tipo de placa.

Para a contagem de Mesdfilos aerdbios foram consideradas as coldnias de coloragao
vermelha, e para a contagem de E.coli foram consideradas as col6nias azuis ou vermelho-
azuladas associadas com bolhas de gis. O numero de coliformes totais correspondeu a
somatdria das contagens das col6nias azuis e das colonias vermelhas associadas com bolhas de

gas presentes em cada placa (Figura 25).



Figura 24. Inoculagao das dilui¢gdes nos Petrifilms®

Figura 25. Aspecto das col6nias nos diferentes meios

Considerando que as quatro esponjas foram aplicadas a uma superficie de 400cm?, e
que cada mistura das quatro esponjas foi homogeneizada em 200 mL de solugdo salina
peptonada, calculou-se que a aliquota de 1 mL transferida para as placas Petrifilm corresponde
a uma area de amostragem de 2cm?2 Os resultados das contagens foram inicialmente
expressos em Unidades Formadoras de Coldnias por cm?® de carcaca (UFC/cm?),
posteriormente transformados para uma escala logaritmica de base 10. Para produzir
estatisticas descritivas, a Média Geométrica foi usada com respectivos intervalos de confianga
95%. Modelos lineares mistos com medidas repetidas (PROC MIXED; SAS INSTITUTE, 2009)

foram utilizados para avaliar a diferenga da média de cada contagem de micro-organismos



indicadores entre os pontos de coleta (A, B e C). Uma estrutura de covariancia auto-regressiva
(LITTELL ET AL., 2006) foi usada para modelar a correlagdo entre as medidas repetidas dentro
da mesma carcaca. O método de Tukey foi usado para ajustar os valores-P relativos a
comparacdo de médias entre pontos de coleta. Significancia estatistica foi considerada para P

<0.05.

5.0 — Resultados e Discussao

5.1 - Listeria monocitogenes

Das 100 carcagas coletadas, obtivemos um total de 300 amostras (3 pontos por
animal). Neste estudo, nenhuma das amostras mostrou resultado positivo para Listeria sp.

Em 2010, Oliveira et al. isolaram 1 amostra de L. innocua dentre 20 carcagas analisadas
em um frigorifico da regido sul do estado do Rio Grande do Sul. Neste trabalho, as condi¢Ges
de coleta e analise foram semelhantes as descritas em nosso experimento, e seus resultados
corroboraram com os apresentados nesta dissertacdao; embora com amostragem reduzida,
houve uma baixa prevaléncia de isolamento do micro-organismo (3,8%). Em 2003, Peccio et.
al. isolaram, pela técnica do Niumero Mais Provavel (NMP), Listeria monocytogenes de uma das
14 carcacas analisadas em um abatedouro no nordeste da Italia.

Por outro lado, em 2004 Gudbjornsdéttir et al. isolaram o patégeno em 15,6% das
amostras carneas analisadas; Buncic, em 1991 na lugosldvia, obteve 69% de isolados em carne
moida; Norung et al., 12,3% em carne crua processada na Dinamarca em 1999; Barros et al.,
em 2007, obtiveram positividade em 27 das 151 carcagas analisadas (17,9%) no Parang;
Cordano, & Rocourt, em 2001 no Chile, isolaram o patégeno em 3,6% das 634 produtos
carneos analisados. Em 1996, 238 das 2112 carcagas analisadas pela Inspecdo Federal

Americana apresentavam L. monocytogenes.



Frente aos dados expostos, as carcagas amostradas neste experimento apresentaram

excelente condi¢do sanitaria para Listeria monocytogenes devido a auséncia deste patdgeno.

5.2 — Escherichia coli O 157

Das 100 carcacas coletadas, obtivemos um total de 300 amostras (3 pontos por animal).
Neste estudo, nenhuma das amostras obteve resultado positivo para esta linhagem
patogénica, como também reportado por Madden et al. em 2001, com nenhum isolado das
200 carcacas analisadas na Irlanda do Norte. Entretanto, Carney et al. isolaram E. coli
verotoxigénica em 2,4% dos cortes bovinos analisados na Irlanda em 2006.

Tutenel et al. (2003) isolaram E coli 0157 em 25 das 2452 carcacas amostradas entre
1999 e 2001 na Bélgica. Ja em 2001, Chapmen et al. isolaram o patégeno em 1,4% das carcagas
amostradas na Inglaterra ao longo de um ano. Dez anos apds, em 2011, Rigobelo et al.
isolaram 120 E coli produtoras de toxina de Shiga de 600 carcacas amostradas em abatedouros
do Sudeste do Brasil.

Frente aos dados expostos, as carcagas amostradas neste experimento apresentaram

excelente condi¢do sanitaria para Escherichia coli O 157 devido a auséncia deste patdgeno.

5.3 — Salmonella spp.

Das 100 carcacas coletadas, obtivemos um total de 300 amostras (3 pontos por animal).
Foram detectadas nove amostras positivas para Salmonella sp., sendo oito no ponto A e uma

no ponto B.



Bosilevac et al. (2009) pesquisaram em sete abatedouros de pequeno porte, nos
Estados Unidos, a presenga de Salmonella spp. em 1950 carcagas, obtendo 58% de
positividade. Brichta-Harhayv et al. (2008), nos Estados Unidos, detectaram o patégeno em
carcagas nas etapas de pré e pds-evisceragdo em porcentagens de 50,2% e 0,8%,
respectivamente.

Vanderlinde et al. (1998), na Australia, pesquisaram o patdgeno em carcagas bovinas e
encontraram 1,4% de positividade em frigorificos que destinam seus produtos para o mercado
interno e 0,27% em amostras colhidas em frigorifico de exportacgdo.

Sofos et al., (1999) em estudo realizado em sete plantas de abate dos Estados Unidos
isolaram 1,5% de amostras positivas para Samonella spp. em carcagas de bovinos. Keogh et al.
(2001) avaliaram 250 bovinos em abatedouro Irlandés e detectaram 7,6% de positividade para
o patégeno. Madden et al. (2001) pesquisaram, na Irlanda do Norte, a presenca de Samonella
spp. em 200 carcagas de bovinos, tendo detectado somente trés carcacgas positivas, resultado
semelhante ao obtido por Collobert et al. (2002) que em um estabelecimento frigorifico, da
regido de Calvados na Franga, detectaram este mesmo patdgeno em trés das 233 carcagas
bovinas avaliadas.

Em pesquisa realizada por Fontoura (2010), em estabelecimento frigorifico localizado
no interior de Sao Paulo, Salmonella spp. ndo foi isolada em nenhuma das 40 carcagas
avaliadas na etapa pds-lavagem.

Nouichi e Hamdi (2009), na Argélia, pesquisaram a presenca de Salmonella em trés
areas da carcaca bovina (alcatra, peito e ante-bracgo). Isolaram Salmonella em 7 (10%) das
carcacas bovinas, sendo o antebraco (58,33%) e o peito (33,33%) as mais contaminadas.

Akkaya et al. (2008) avaliaram a prevaléncia de Salmonella spp. em 250 carcagas de
bovinos abatidos na Turquia, sendo esta de 10%.

Em nosso estudo, a localizagdo dos isolados de Salmonella confirma que a operagdo do

abate foi executada de forma higiénica, pois mostra uma contaminagao maior do patégeno no



inicio da linha de abate (ponto A), com um declinio gradual (ponto B), chegando a nulidade ao
final do processo.

Do ponto de vista sanitdrio e da inocuidade de alimentos, tais dados sdo importantes,
jd que Salmonella spp. é considerada um dos micro-organismos mais incriminados na
contaminagado da carne bovina e como agente de ETA envolvendo este alimento (JAY, 2005)

Segundo Gill (2004), grande parte das bactérias que contaminam a carne é origindria
da pele animal. Estudos tém demonstrado que a prevaléncia de Salmonella spp. na pele bovina
pode ser alta e a mesma atuar como fonte potencial de contaminagdo das carcagas durante a
esfola (AVERY et al., 2002; ELDER et al., 2000).

Nossos resultados, ndo somente para Salmonella, mas também em relacdo aos demais
patdgenos pesquisados, mostram que as operagdes de abate foram realizadas com base em
programas de auto controle implementados pelo estabelecimento avaliado, sendo que os

resultados obtidos atestam a sua efetividade.

5.4 — Micro-organismos Indicadores

Das 100 carcagas coletadas, obtivemos um total de 299 amostras (3 pontos por animal,
sendo que uma amostra no ponto C foi perdida).

Os valores gerais da tabela 2, apresentados na forma original (UFC/cm?) e em notagdo
logaritmica independentemente do ponto de coleta das amostras, permitem que tenhamos
uma visdo global das contagens dos indicadores nas carca¢as avaliadas. Com base nestes
dados, que refletem as condi¢Ges de abate no presente estabelecimento, pode-se estabelecer

parametros aceitaveis, bem como metas de redugdo dos mesmos, sendo portanto um



instrumento auxiliar as Boas Praticas de Fabricacdo e aos Programas de autocontrole das

industrias.

Tabela 2. Medidas resumo-numéricas das Contagens dos micro-organismos indicadores.

Mesdfilos CoIiformes E.coli
Totais
Percentis (UFC/cm?)
Min 0 0 0
25% 50 0
50% 625 5 2
75% 8350 51 28
Max 6300000 37000 24000
N 299 299 299
O
confianca 95%) (526-1226) (9-18) (7-13)
Log10
Média 2.90 1.10 0.97
Desvio Padrao 1.62 1.31 1.27
Min 0 0 0
Max 6.80 4.57 4.38

5.4.1 — Aerdbios mesofilos

Segundo Zweifel e Stephan (2003), a quantificacdo da populagdo de micro-organismos
aerébios mesdfilos das superficies das carcagas é comumente utilizada para fornecer dados
que indiquem o grau de cuidados higiénico-sanitdrios durante as operagGes de abate,
particularmente a esfola e a evisceracdo. De acordo com Ingram e Roberts (1976), falhas
durante mudangas na tecnologia de abate podem ser um dos fatores determinantes dos altos

valores para a contagem deste grupo de indicadores.



A tabela 3 reporta as médias geométricas das contagens de mesodfilos obtidas nos
diferentes pontos amostrados. Observa-se uma tendéncia a redugdo ao longo das etapas. Nas
figuras 26 e 27 os valores sdo apresentados na escala logaritmica.

As analises estatisticas demonstram que existe diferenca estatisticamente significativa
(p<0,001) entre todos os pontos (A, B e C).

Observa-se um discreto aumento das contagens do ponto B para o ponto C. Alguns
fatores podem explicar essa tendéncia, como por exemplo: a etapa da lavagem das carcacas
disseminar uma contaminacdo existente nas areas posteriores do animal em direcdo as
anteriores por escoamento da agua de lavagem nesta direcdo; outra hipdtese consiste em
atribuir a contaminagdo as etapas anteriores ao chuveiro e posteriores a esfola como a
evisceracdo e serragem da carca¢a ao meio; ainda ha a hipdtese de contaminag¢do por meio do
funcionario responsavel pelo desvio das carcagas em dire¢do as camaras frias, pois nesta etapa

as pecas ndo sdo conduzidas automaticamente pela ndria e sim empurradas manualmente.

Tabela 3: Média Geométrica das contagens de Mesdfilos (UFC/cm?) nos diferentes pontos de
coleta e seus respectivos intervalos de confianga (IC) 95%.

Mesofilos Média Geométrica Intervalo de Confianga
Ponto A 26483° (15536 — 45145)
Ponto B 63" (37 -108)
Ponto C 311° (182 -531)

* Diferentes letras minusculas na vertical, indicam valores estatisticamente diferentes (p<
0,05).
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Figura 26. Representacdo da distribuicdo das médias (erro padrdo) das contagens de
Mesofilos (log UFC/mL) nos diferentes pontos de coleta.
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Figura27. Representagdo da distribui¢do das contagens de Mesofilos nos diferentes pontos de
coleta (em escala logaritmica) com destaque para os diferentes quartis (25%).

N3do foram encontrados na literatura trabalhos que utilizaram um design experimental

semelhante ao nosso, com pontos de avaliacdo ao longo do abate. Assim, torna-se dificil a



comparagao de nossos dados com os ja publicados. No entanto, em termos gerais, podemos
afirmar que as contagens detectadas em nosso estudo sdo baixas, especialmente as
observadas no ponto B, ap0ds a esfola.

Na literatura, alguns dados estdo disponiveis. Em pesquisa em quatro abatedouros-
frigorificos, por exemplo, Collobert et al. (2002) analisaram 233 carcacas bovinas encontrando
contagem média de 6,0 x 10°> UFC/cm” para a populagio de micro-organismos meséfilos.

Bacon et al. (2000) observaram que houve uma variac¢do de 8,2 a 12,5 UFC/100 cm? na
populagdo de mesdfilos na pele animal e que apds a esfola a variagdo para o mesmo grupo
microbiano foi inferior (6,1 a 9,1 UFC/100 cm?).

Brichta-Harhayv et al. (2008) pesquisaram na pele e na carcaga de bovinos abatidos em
guatro regides geograficamente distantes dos Estados Unidos a presenga de micro-organismos
aerébios mesofilos, além de micro-organismo patdgenos. A média geométrica em logl0
UFC/100cm? nas peles e carcagas pré-evisceragao e pos variaram de 6,17 a 8,19; 4,24 a 6,47 e
1,46 a 1,96, respectivamente.

Bell (1997) analisou diferentes regides da carcaca para contagem padrdo de mesofilos e
os valores obtidos variaram entre 1,0 x 10 até 1,9 x 10’ UFC/cm” apods a lavagem das carcagas.

Fontoura et al. (2010) amostraram 40 meias carcacas em abatedouro localizado no
interior de S3o Paulo e encontraram valores médios de 1,8 x 10 UFC/cm? na etapa pos

lavagem.

5.4.3 — Coliformes Totais

Os coliformes totais e termotolerantes constituem os grupos de micro-organismos
indicadores mais empregados na analise de alimentos. Escherichia coli é considerada a espécie
mais adequada para avaliar a contaminagao de origem fecal, sendo que a presenga e o niUmero

de coliformes totais indicam as condi¢des higiénicas de maneira geral (SILVA et al.,2007).



A tabela 4 reporta as médias geométricas das contagens de Coliformes Totais obtidas
nos diferentes pontos amostrados. Observa-se uma tendéncia a redugdo ao longo das etapas.
Nas figuras 28 e 29 os valores sdo apresentados na escala logaritmica.

As andlises estatisticas demonstram que existe diferenca estatisticamente significativa

(p<0,001) do ponto A em relagdo aos demais.

Tabela 4. Média Geométrica das contagens de Coliformes Totais (UFC/cm?) nos diferentes
pontos de coleta e seus respectivos intervalos de confianca (IC) 95%.

Coliformes Totais Média Geométrica Intervalo de Confianga
Ponto A 302° (203 - 449)
Ponto B 2° (2-4)

Ponto C 3 (2-4)

* Diferentes letras minusculas na vertical indicam valores estatisticamente diferentes (p< 0,01)
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Figura 28. Representacdo da distribuicdo das médias (erro padrdo) das contagens de
Coliformes Totais (log UFC/mL) nos diferentes pontos de coleta.
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Figura29. Representacgdo da distribui¢cdo das contagens de Coliformes Totais nos
diferentes pontos de coleta (em escala logaritmica) com destaque para os diferentes quartis
(25%).

O mesmo cenario observado para as contagens de mesoéfilos também se repetiu em
relagdo aos coliformes totais, isto é, uma queda do ponto A para o B, e um leve aumento deste
para o ponto C, embora neste caso a diferen¢a ndo seja significativa.

As contagens observadas sdo baixas e refletem as boas condi¢gdes das operagbes de
abate do matadouro-frigorifico em que as colheitas foram realizadas.

Contagens elevadas foram descritas por Sofos et al. (1999), que realizaram
enumeragdo de coliformes totais pela metodologia Petrifilm™:. Contagens de até 10° UFC/cm?,
mesmo apds a refrigeracao, foram detectadas em amostras coletadas de carcaga bovinas
durante o processo de abate (pré-evisceragdo, lavagem e refrigeracdo).

Filho et al. (2006) pesquisaram os mesmos micro-organismos em 160 meias-carcagas

na etapa pds-lavagem e pods refrigeracao em dois matadouros-frigorificos do Estado de Goias.



As médias obtidas, determinadas pelo nimero mais provavel (NMP) foram de 4,5 NMP/cm?

para coliformes totais.

5.4.4 — Escherichia coli

A legislacdao brasileira, RDC n212 (BRASIL, 2001), ndo preconiza parametros para
contagens de coliformes totais, fecais e Escherichia coli em carne bovina in natura. Entretanto,
os Estados Unidos (EUA) estabelecem como exigéncia aos paises exportadores de carne bovina
gue se enquadrem em seu programa de reducdo de patégenos, estipulado pelo “Food Safety
and Inspection Service” (FSIS), sendo que somente importam lotes previamente testados e
comprovadamente dentro dos padrdes legais vigentes neste programa. Neste, o limite maximo
para E. coli é 10°/10cm’ da carcaca (USDA, 1996).

A tabela 5 reporta as médias geométricas das contagens de E. coli obtidas nos diferentes
pontos amostrados. Observa-se uma tendéncia a redugao ao longo das etapas. Nas figuras 30
e 31 os valores sdo apresentados na escala logaritmica.

As andlises estatisticas demonstram que existe diferenca estatisticamente significativa

(p<0,001) do ponto A em relagdo aos demais.

Tabela 5. Média Geométrica das contagens de Escherichia coli nos diferentes pontos de coleta
e seus respectivos intervalos de confianga (IC) 95%.

E.coli Média Geométrica Intervalo de Confianga
Ponto A 188° (127 -279)
Ponto B 2° (1-3)

Ponto C 2° (1-3)




* Diferentes letras minusculas na vertical, indicam valores estatisticamente diferentes (p<
0,001)
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Figura 30. Representacdo da distribuicdo das médias (erro padrdo) das contagens de
Escherichia coli (log UFC/mL) nos diferentes pontos de coleta.
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Figura31. Representacdo da distribuicdo das contagens de Escherichia coli nos

diferentes pontos de coleta (em escala logaritmica) com destaque para os diferentes quartis
(25%).

Dados da literaura revelam que, por exemplo, Filho et al. (2006) ao pesquisarem o
mesmo micro-organismo em 160 meias-carcagas na etapa pds-lavagem e pds refrigeragdo em
dois matadouros-frigorificos do Estado de Goids, obtiveram médias, determinadas pelo
Numero Mais Provével (NMP), de 0,15 NMP/cm?2.

Lopes (2005) avaliou a ocorréncia de E. coli e E.coli 0157:H7 em 60 meia-carcagas
bovinas em dois matadouros frigorificos. Do total analisado, 19 (31,66%) foram positivas para
E.coli. Porcentagens superiores de contaminagao por E. coli (43,75%) foram detectadas por
Rios (2005) em superficies de 80 meia-carcagas de bovinos abatidos em dois matadouros

frigorifico de Goiania.



Abdala et al. (2009) pesquisaram no Suddo a presenca de varios micro-organismos em
32 carcagas apos a esfola, evisceragdo e lavagem em quatro pontos distintos da carcaga (peito,
paleta, pescoco e quarto traseiro). Isolaram Escherichia coli em 8,86% das amostras.

As contagens observadas em nosso estudo foram baixas e sdo indicadoras da boa

qualidade higiénica das carcagas produzidas no presente matadouro-frigorifico.

5.4.5 Consideragoes

Para todos os micro-organismos indicadores pesquisados, as amostras do ponto A (pds-
sangria) apresentaram contagens bastante superiores quando comparadas as do B (pds-esfola)
e ponto C (pds-lavagem) (Figuras 26, 28 e 30). Isto ratifica mais uma vez trabalhos anteriores
gue identificaram a pele dos animais como importante fonte de contaminagao, como descrito
por Gill em 2004, por exemplo. Acumulo de fezes e sujidades explicam, portanto, as
contagens mais elevadas no ponto A, refletindo uma situagao esperada, em que o animal entra
para a sala de abate com uma carga microbioldgica elevada sobre o pelame. O declinio
acentuado das contagens nas etapas subsequentes revela que as condi¢des de manejo na linha
de abate deste frigorifico eram adequadas, e as carcagas ao final do processo de abate

possuiam uma boa qualidade higiénica.

6.0 — Conclusdes
Frente aos dados obtidos e as consideragGes discutidas neste trabalho, conclui-se que

o estabelecimento estudado apresenta qualidade, no seu processo de abate, tanto sanitdria



(devido as baixas prevaléncias dos patdégenos) quanto higiénica (devido a acentuada

diminuicdo da carga microbiana de indicadores ao longo da linha).
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