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RESUMO

Os micro-organismos indicadores podem ser utilizados como método de avaliacao
da qualidade higiénico-sanitaria de produtos alimenticios, assim como os patdogenos
Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7 e Salmonella sp., indicando a
adequacado de condicbes de obtencdo, processamento e armazenamento dos
alimentos. O presente estudo buscou avaliar a contaminacao superficial de carcacas
bovinas e fezes de bovinos advindos de um matadouro-frigorifico sob inspecéo
federal no oeste do Paranad pelos indicadores mesofilos aerobios (AC),
enterobactérias (EB), coliformes a 35°C (CT) e E. coli (EC), bem como pelos
referidos patdgenos importancia em saude publica. Foram avaliadas amostras de 25
carcacas, cada uma em 4 pontos distintos do abate, por meio de swabs superficiais
de carcacas e analises de fezes destas e de outras 25 carcacas adjacentes na linha
de abate. As esponjas foram homogeneizadas e 0os homogeneizados resultantes
foram submetidos analises microbiolégicas dos micro-organismos indicadores, cujos
resultados foram expressos em UFC/cm?. Para a pesquisa dos patégenos foram
realizadas andlises de presenca ou auséncia de cada patdgeno. No laboratério
foram pesadas trés fracdes de fezes de cada amostra em sacos estéreis para cada
um dos patdgenos investigados: L. monocytogenes, E.coli O157:H7 e Salmonella sp.
e completado o volume com o caldo de enriquecimento referente ao micro-
organismo pesquisado.As amostras superficiais de carcacas foram submetidas a
diluicdes em escala decimal e incubadas em placas Petrifilm® para enumeracéo dos
micro-organismos indicadores. Foram encontradas médias de 1,46, 0,3, 0,23 e 0,21
Log UFC/cm? para os indicadores AC, EB, CT e EC, respectivamente. Os valores
encontrados situaram-se bem abaixo dos preconizados pela decisdo 471/2001 da
Unido Européia e de varios outros autores pesquisados, indicando a eficiéncia
higiénica no processo da industria. A utilizagcdo de grupos de indicadores mais
especificos como os coliformes, enterobactérias e/ou E. coli mostraram-se bons na
caracterizacdo da contaminacdo ao longo do processo de abate, uma vez que a
pesquisa destes pode fornecer informacdes mais concretas sobre a ocorréncia de
contaminacgdes por fezes, contaminacfes cruzadas e presenca de enteropatdogenos,
entre outros. Todas as amostras superficiais e de fezes foram negativas para os
patdgenos pesquisados, o que nao deve permitir a reducdo dos niveis de alerta e
controle rigoroso da qualidade, tanto da instancia governamental quanto de toda a
cadeia produtiva.

Palavras-chave: indicadores, micro-organismos, processamento, contaminacao.



ABSTRACT

Indicators micro-organisms can be used as a method for evaluating the sanitary
quality of food products, as well as the pathogens Listeria monocytogenes,
Escherichia coli O157: H7 and Salmonella sp., indicating the suitability of conditions
for obtaining, processing and storage of food. This study sought to evaluate surface
contamination of bovine carcasses and feces resulting from a slaughter plant under
federal inspection in western Parand by the indicators aerobic mesophilic (AC),
Enterobacteriaceae (EB), coliforms at 35 ° C (CT) and E. coli (EC) as well as by
those public health importance pathogens. Samples of 25 substrates, each at 4
different points of slaughter, using surface swabs of carcasses and analysis of faeces
of these 25 bovines and other 25 adjacent carcasses on the slaughter line. The
sponges were homogenized and the resulting homogenates underwent
microbiological indicators of micro-organisms, and results were expressed in
UFC/cm2. For the research of the pathogens were analyzed for the presence or
absence of each pathogen. In the laboratory three fractions of faeces were weighed
from each sample in sterile bags for each of the pathogens investigated: L.
monocytogenes, E.coli O157: H7 and Salmonella sp. and supplemented with the
enrichment broth referring to the searched micro-organism. As carcass surface
samples were diluted in decimal scale and incubated in Petrifim® plates for
enumeration of indicator micro-organisms. Averages of 1.46, 0.3, 0.23 and 0.21 log
CFU / cm 2 were found for the for indicators AC, EB, CT and EC, respectively. The
values to be found were well below those recommended by the decision 471/2001 of
the European Union and several other authors surveyed, indicating the effectiveness
of the hygienic process industry. The use of groups of more specific indicators such
as coliforms, Enterobacteriaceae and E. coli proved to be good for the
characterization of contamination throughout the slaughtering process, since the
research can provide these more concrete information about the occurrence of
contamination by fecal cross-contamination and the presence of pathogens, among
others. All surface samples and faeces were negative for pathogens, which should
not allow a reduction in the levels of alert and rigorous quality control of both the
government body as a whole production chain.

Keywords: indicators, micro-organisms, processing, contamination.
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1. INTRODUCAO

Na ultima década o Brasil multiplicou por dez o volume das exportacfes de
carne bovina, representando, em 2006, 20% das exportacdes mundiais (FAO, 2009).
Com isso, hoje o pais ocupa a segunda posicéo no ranking mundial de producéo de
carne bovina atrds somente dos EUA que é o maior pais exportador, a frente da
Austrélia e da india. (USDA, 2010). O Brasil produziu, em 2009, mais de 9 milhdes
de toneladas de carne, das quais exportou 1.390.000 (ABIEC, 2009).

Esse status foi atingido pelo perfil da pecuaria de corte nacional e
desenvolvimento de relagbes comerciais com antigoS e novos parceiros
importadores de cortes de carne bovina. A pecuaria de corte no Brasil vem gerando
lucros significativos todos os anos, além de empregos nos diversos setores
envolvidos na cadeia de producdo. A manutencdo do comércio externo, entretanto,
estd diretamente ligada a exigéncias de qualidade e inocuidade, cada vez mais
restritas e especificas de acordo com o pais importador.

As exigéncias por qualidade e inocuidade da carne impulsionam o
desenvolvimento de sistemas de controle de qualidade e higiene a serem aplicados
em toda a cadeia de producao, a fim de garantir que os produtos finais possuam as
caracteristicas exigidas pelos parceiros comerciais e apresentem a qualidade e a
inocuidade desejadas. A forma mais efetiva de se garantir que os produtos carneos
sejam produzidos de acordo com padrdes internacionais de qualidade e inocuidade
€ pelo monitoramento de parametros de qualidade e higiene nas diferentes etapas
da producdo. Esses sistemas sdo amplamente utilizados pelas industrias de
alimentos, baseados na pesquisa sistematica de indicadores biolégicos (micro-
organismos indicadores de higiene) em pontos especificos da linha de producédo de
carne bovina. S&o bastante eficientes e possibilitam a ado¢cdo de medidas corretivas
a fim de minimizar e ou evitar possiveis contaminacfes dos produtos.

A auséncia de cuidados higiénico-sanitarios que propicia a contaminacao de
alimentos tem sido motivo de preocupacdo de varias organizacbes e comissdes
internacionais, como a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FAQO), International Commission on

Microbiological Specifications for Foods (ICMSF). Sua importancia abrange questbes



de natureza social, econdmica, politica e de saude publica, chegando inclusive a
representar problema de seguranca nacional.

No caso dos Estados Unidos da América (EUA), a legislacdo exige a
implantacdo de no minimo um ponto critico de controle (PCC) na linha de producéo,
permitindo que o controle dos perigos seja executado numa etapa posterior. Neste
processo em particular, a legislacdo norte-americana sugere, mas nao determina a
introducédo de procedimentos de descontaminacdo das carcacas, medida esta que
nao € admitida pela Unido Européia nem pelo Brasil. Para evitar o conflito de
legislacdo, o Departamento de Inspecéo de Produtos de Origem Animal — DIPOA,
ligado ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) brasileiro tem
recomendado aplicacdo da diretiva norte-americana de tolerancia zero para
contaminacdo gastrintestinal, criando no final no processo de abate a etapa de
revisdo de carcacas e estabelecendo-se nesta etapa um PCC que consiste na
remocdo da contaminacao gastrintestinal visivel (CIRCULAR n°463, 2004).

No Brasil, alguns aspectos que influenciam diretamente a posicao
competitiva sdo: a tecnologia (incluindo aspectos tecnolégicos da pecuaria, aspectos
tecnologicos no abate/processamento e distribuicdo), a gestdo dos sistemas de
producdo e distribuicdo, a rastreabilidade e certificagcdo, as questdes ambientais,
sanitarias e de bem estar animal. Hoje, alguns desses aspectos sdo pontos cruciais
para o crescimento da exportacdo (BRASIL, 2007).

Um dos aspectos onde grandes avancos podem ser observados ao longo dos
ultimos anos refere-se a qualidade e sanidade da carne. Os consumidores, que
estdo se tornando mais esclarecidos e exigentes, buscam por produtos de maior
qualidade. Adicionalmente, a preocupacado com os aspectos relacionados a saude e
bem estar das pessoas também tem aumentado consideravelmente. No caso
especifico das carnes, essa demanda acontece tanto pelos atributos intrinsecos da
qualidade como maciez, sabor, teor de gordura, como também pelas caracteristicas
voltadas as formas de producédo, processamento, comercializagédo, etc. (LUCHIARI
FILHO, 2006).

A inocuidade dos alimentos como medida de protecdo da saude publica e
promocdo de desenvolvimento econémico continua sendo um importante desafio
tanto nos paises desenvolvidos quanto nos que estdo em desenvolvimento. Em
muitod paises foram alcangcados progressos consideraveis no fortalecimento dos

sistemas de inocuidade de alimentos, o que coloca em evidéncia as oportunidades



de reducdo e prevencdo das enfermidades veiculadas por estes. No entanto,
continuam havendo taxas inaceitaveis desse tipo de enfermidade e novos perigos
estdo sendo introduzidos na cadeia produtiva de alimentos (FAO, 2007).

A incidéncia global de doencas transmitidas por alimentos (DTA) é dificil de
estimar, mas ha relatos de que apenas em 2005, 1,8 milhGes de pessoas morreram
de doencas diarréicas. Uma grande propor¢do dos casos pode ser atribuida a
contaminacdo de alimentos e agua potavel. Além disso, a diarreia € uma das
principais causas da desnutricio em lactentes e criancas. Nos paises
industrializados, a porcentagem da populacéo que sofre de doencgas veiculadas por
alimentos a cada ano pode ser estimada em até 30%. Nos EUA, por exemplo,
calcula-se que a cada ano ocorram cerca de 76 milhdes de casos de DTA,
resultando em 325.000 hospitaliza¢cdes e 5.000 mortes (CARMO et al., 2005). No
Brasil, a implantacdo do Servico de Vigilancia Epidemiolégica das Doencas
Transmitidas por Alimentos (VEDTA) se deu em 1998, com inicio das notificagdes de
surtos de DTA em 1999 (CARMO et al.,, 2005). Até 2004, foram notificados ao
Ministério da Saude 3.737 surtos, com 0 acometimento de 73.517 pessoas e registro
de 38 6bitos. Houve uma média de 684 surtos por ano, com uma mediana de sete
doentes por surto, sendo 51% dos casos do sexo masculino (CARMO et al., 2005).
Cabe lembrar que o baixo nimero de surtos no Brasil é resultado do baixo nimero
de notificacbes ao sistema, ainda em implantacéo.

Bean & Griffin (1990), citados por Tavares & Serafini (2003), estimaram um
custo anual de 7,7 a 8,4 bilhdes de dblares nos EUA para as doengas associadas ao
consumo de carnes. No entanto, 0s principais jornais americanos citam um estudo
recente de entidades ligadas ao consumidor juntamente com a universidade de
Georgetown, considerado um total de 27 agentes patogénicos conhecidos — como
Salmonella e Listeria — analisando todos os custos relacionados a saude, que elevou
o valor para 152 bilhdes de dolares ao ano.

Nos processos industriais de abate de bovinos e processamento de carne,
sao utilizados micro-organismos indicadores de higiene, como aerdbios mesdfilos e
coliformes. Além desses indicadores, a pesquisa direta de micro-organismos
patogénicos é fundamental para garantia da inocuidade de produtos carneos. Dois
patogenos frequentemente associados a carne bovina séo: Listeria monocytogenes
e cepas patogénicas de Escherichia coli, especialmente as verotoxigénicas (VTEC),

com destaque a E. coli 0157:H7 (DUFFY et al., 2006). Salmonella sp. é também um
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importante patégeno de origem fecal em carcacas. Esses patdgenos sdo descritos
como importantes causadores de DTA, associadas ao consumo de produtos de
origem animal. A frequente presenca desses patdogenos em carne bovina se da pela
facilidade de contaminac&o durante o processamento, por diversas fontes.

Segundo Franco & Landgraf (2008), micro-organismos indicadores sé&o
grupos ou espécies de micro-organismos que, quando presentes em um alimento,
podem fornecer informacdes sobre a ocorréncia de contaminacdo de origem fecal,
sobre a provavel presenca de patdgenos ou sobre a deterioracdo potencial do
alimento além de poderem indicar condicfes sanitarias inadequadas durante o
processamento, producdo ou armazenamento. Ainda segundo as autoras, devem
ser de rapida e facil deteccéo, distinguiveis da microbiota do alimento, ndo devem
estar presentes como contaminantes naturais dos alimentos e devem estar sempre
presentes quando o patégeno associado estiver, entre outras.

Devido a essas caracteristicas dos micro-organismos indicadores, sua
identificacdo ndo poderia deixar de ser realizada nesta pesquisa, uma vez que seus
resultados fornecem indicacdes seguras de contaminacéo fecal, 0 que representa
uma chance maior de se encontrar 0s patégenos pesquisados. A prépria E. coli € um
indicador de contaminacéo fecal, uma vez que é encontrada no contetdo intestinal
de animais de sangue quente, inclusive do ser humano. Entre 0s micro-organismos
indicadores devem ser citados os mesdfilos aerdbios (AC), os coliformes a 35°C
(CT), Enterobactérias (EB), Escherichia coli (EC).

No caso dos testes para Contagem Total de Mesoéfilos e Enterobacteriaceae,
exigéncias da Legislagdo da Unido Européia, ha limites pré-estabelecidos,
independentes da técnica de obtencdo das amostras (enxagie superficial para
recuperacdo dos micro-organismos ou homogeneizagdo da amostra — tecido — com
destruicdo do mesmo).

Salmonella tem origem nos intestinos de aves, répteis e mamiferos em geral e
chega aos humanos via produtos de origem animal, principalmente aves e ovos,
mas também carne bovina, suina e leite, produzindo nausea, vémito, cefaleia, febre,
colica abdominal e diarreia. Com o intuito de reduzir os riscos relativos a saude do
consumidor, a legislacdo atual preconiza periddicas analises microbiologicas de
alimentos, inclusive produtos carneos, para avaliar as condigdes higiénico-sanitarias

desses produtos e a presenca de microrganismos patogénicos. Com relacdo a
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Salmonella spp., para que um produto seja considerado adequado ao consumo, €
exigida auséncia em 25g de alimento (TRINDADE, 2004).

Salmonella sp. tem sido a principal bactéria patogénica incorporada a linha de
abate pelo proprio animal de acougue, com registros alarmantes em todo o mundo.
Por isso, o controle deste micro-organismo é importante, sobretudo em etapas
anteriores ao abate, incluindo o transporte e o sistema de criacdo (SHINOHARA et
al., 2008).

E. coli O157:H7, por sua vez, entrou em evidéncia em 1982, quando
comecaram a ocorrer os surtos de colite hemorragica em Oregon e Michigan (EUA).
Mas foi em 1993, ap6s um grande surto alimentar associado a hamburgueres mal
passados vendidos por uma cadeia de fast food nos EUA, que foi reconhecida como
um patodgenos de grande importancia em alimentos (RANGEL, 2005).

Escherichia coli sorotipo O157:H7 causa um quadro agudo de colite
hemorragica, com producdo de grande quantidade de toxina que provoca severo
dano a mucosa intestinal. A doenca é auto-limitante, com duracdo média de 5 a 10
dias. Estima-se que aproximadamente 15% das infec¢gdes por E. coli O157:H7,
podem apresentar uma complicacdo chamada Sindrome Hemolitica Urémica (SHU),
caracterizada pela destruicdo das células vermelhas do sangue e faléncia renal
(SAO PAULO, 2000).

Listeria monocytogenes, agente etioldégico da listeriose, é tida como agente
patogénico para os animais desde 1926. Mas somente em 1980 € que passou a
receber o devido interesse em salde publica, quando sua importancia dos alimentos
na cadeia de transmissédo da infecgdo ao homem foi reconhecida (GERMANO &
GERMANO, 2008). Durante a década de 80 ocorreram varios surtos de listeriose. O
primeiro deles, que despertou os microbiologistas de alimentos para o problema da
L. monocytogenes, ocorreu no Canada. O alimento incriminado foi salada de repolho
tipo coleslaw (FRANCO & LANDGRAF, 2008).

A contaminacdo dos alimentos por L. monocytogenes pode ser tanto de
natureza ambiental, considerando-se 0s reservatdrios naturais do agente, quanto
proveniente das proprias instalagdes agroindustriais. Nestas instalacbes, em
particular, a bactéria, devido a elevada capacidade de resisténcia no solo, piso,
ralos, superficies, 4gua e alimentos, multiplica-se com relativa facilidade, mesmo sob

condicbes adversas. Esses fatos contribuem para que seja considerada um dos
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micro-organismos patogénicos de grande preocupac¢do para a industria alimenticia
(GERMANO & GERMANO, 2008).

Considerando a importancia da carne bovina para a economia brasileira,
estudos que sejam desenvolvidos na cadeia produtiva a fim de fornecer dados sobre
a distribuicdo de micro-organismos indicadores e de patdgenos de importancia para
a saude publica ao longo da linha de abate de bovinos sdo fundamentais para
contribuir com a implementacdo e manutencdo dos procedimentos preventivos
adotados pelas empresas, como os programas de boas praticas (BP) e do Sistema
de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle — Sistema HACCP - garantindo
a inocuidade microbiolégica a esses produtos. A obtencdo de produtos carneos de
qualidade e in6cuos garante maior credulidade ao Brasil nesta importante cadeia
produtiva, além de assegurar para a populacdo produtos de alta qualidade e
sanidade.

Observando, ainda, os estudos acerca da contaminagdo das carcacas
bovinas durante o abate, como os estudos de Barros et al. (2007), que identificou os
principais pontos de contaminacdo em industrias de abate e processamento de
carne, como embutideiras, superficies da plataforma de abate, pisos e ralos, as
pesquisas sobre contaminacdo de carcacas bovinas durante a producédo (Alonso et
al., 2007) por E.coli O157:H7 e inUmeros outros, bem como impacto para a saude
publica que representam as DTA e a visibilidade dos patdégenos Listeria
monocytogenes, E .coli O157:H7 e Salmonella sp. na industria de carnes,que o

presente estudo justifica-se.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o processo tecnoldgico do abate e a inocuidade das carcacas obtidas
por meio da quantificagdo dos principais micro-organismos indicadores de higiene e
detectacdo dos patégenos Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7 e

Salmonella sp. ao longo da linha de abate de bovinos de forma.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Enumerar os micro-organismos indicadores ao longo da linha de abate de
bovinos;
o Investigar a presenca de L. monocytogenes, E. coli O157:H7 e Salmonella sp.

em amostras superficiais de carcacas bovinas ao longo do abate e em
amostras fecais ao longo do abate;

o Avaliar a prevaléncia dos micro-organismos indicadores de higiene durante
pontos estratégicos durante o abate de bovinos correlacionando com as

exigéncias da legislacao brasileira e de paises importadores.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRODUCAO MUNDIAL DE ALIMENTOS

O setor de producédo de alimentos vive um desafio nesse inicio de século 21.:
produzir em quantidade suficiente para suprir a demanda mundial, certificando-se
gue 0s mesmos possuam qualidade e sejam seguros para o consumidor. Para se
alimentar corretamente 6 bilhdes de pessoas (suprimindo a subnutricdo e a fome)
seria necessario aumentar a producdo agricola e alimentar mundial, de imediato,
em cerca de 30% (MAZOYER, 2003). Segundo dados da FAO (2009), a producao
de alimentos terd que crescer 70% até 2050 para suprir as crescentes necessidades
da populagcéo mundial.

Durante a segunda metade do século XX, a producédo agricola e de alimentos
no mundo multiplicou-se por 2,6 vezes, crescendo um pouco mais rapidamente que
a populacdo, que passou ao mesmo tempo de 2,5 para 6 bilhdes de pessoas.
Infelizmente, o imenso progresso agricola e alimentar também apresentou limites e
contradi¢cdes para esta populacao mundial (MAZOYER, 2003).

A demanda por alimentos deve continuar a crescer como resultado tanto do
crescimento populacional quanto do aumento da renda nos paises emergentes. A
procura de cereais (para alimentacdo humana e animal) deve alcancar cerca de 3
bilhdes de toneladas até 2050. A producéo anual de cereais tera de crescer quase
um bilhdo de toneladas e a produgao de carne mais de 200 milhdes de toneladas,
alcancando um total de 470 milhdes de toneladas em 2050. Destas, 72% serao
consumidas nos paises em desenvolvimento, percentual que hoje é de até até de
58% (FAO, 2009).

A menos que sejam tomadas medidas para corrigir e adequar os sistemas de
producéo e distribuicdo de alimentos, esse quadro tende a se agravar, ja que se
estima que a demanda por produtos de origem animal, por exemplo, triplique ou até

mesmo quadruplique nos proximos 30 anos (D’SILVA, 2000).
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Fresco & Steinfeld (1998) indicam, no entanto, que esse cenario poderia ser
ainda pior, se a producgdo 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 producéo de carne e 331% na de ovos. Mesmo assim,
somente 22% da proteina da dieta é de origem animal, devido ao seu alto custo,
enquanto nos paises desenvolvidos esse valor € de 60%. Portanto, fica evidente a
necessidade de aumentar essa cifra, especialmente nos paises em

desenvolvimento.

2.2 CADEIA PRODUTIVA DE CARNE BOVINA

No Brasil, a criacdo dos bovinos de corte é feita, basicamente, de maneira
extensiva. Segundo dados do Instituto de Estudos Pecuérios (IEPEC), dos 28
milhdes de cabecas abatidas no pais, aproximadamente 10% provém de animais
confinados (ANDRADE, 2009). Na criacdo extensiva brasileira, mesmo com a
massiva selecdo a que foi submetido parte do rebanho zebuino, o abate dos animais
é tardio, nunca ocorrendo antes dos 24 meses de idade (SILVEIRA, 2001). Em 2008
o Brasil liderou o ranking dos maiores exportadores de carne bovina no mundo,
somando o volume de 2,2 milhdes de toneladas equivalente carcaca e receita
cambial de US$ 5,3 bilhdes. Estes valores representaram uma participacdo de 28%
do comércio internacional, exportando para mais de 170 paises (ABIEC, 2009).

De janeiro a dezembro de 2009 o volume exportado foi de 1.245.139
toneladas equivalente carcaca, gerando receitas de U$ 4.118.582 dolares. Esses
valores representam quedas de 23% de receitas e de 10% em volume, em relacao
ao mesmo periodo do ano anterior (janeiro a dezembro de 2008) (ABIEC, 2009).
Esta queda pode ser explicada, por um lado, pelos reflexos da crise econdmica
mundial e, por outro, pela restricdo da carne brasileira no mercado europeu.

A carne bovina brasileira € exportada para mais de 170 paises em diversas
regides do mundo como América Latina, Oriente Médio, Russia, Unido Européia e
Africa. Essa grande variagdo de mercados importadores impde diferentes barreiras
sanitarias, incluindo padrées de qualidade e higiene que devem ser atingidos. De

forma geral, os cortes destinados ao mercado externo devem ser analisados quanto
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a presenca de micro-organismos deteriorantes e patogénicos, o que pode limitar a
comercializacdo desses produtos caso ndo sejam atingidos os diferentes critérios
microbioldgicos estabelecidos pelos paises importadores, como os membros da
Unido Europeia (EC, 2007).

E importante enfatizar que, para obtencdo de um alimento indcuo, os
cuidados devem ter inicio na fase primaria de producdo. Dentro deste contexto,
sistemas como as BP e HACCP, apresentam-se como alternativas a serem
empregadas ja na producdo primaria, pois tem como fundamentos a prevencéo dos
perigos quimicos, fisicos e biolégicos. Nos paises desenvolvidos, ja hd uma
mentalidade voltada para sua adaptacdo e implantacdo nas fazendas através de
programas do tipo “from farm to fork”, que numa tradugéo livre seria a producao de
alimentos seguros envolvendo todas as etapas de produgao, isto é, “da fazenda ao
garfo do consumidor” (CULLOR, 1995; JOHNSTON, 2000).

2.3 MICROBIOLOGIA DA CARNE

Os sistemas de controle de qualidade utilizados na produgéo de carne
bovina levam em consideracdo diferentes parametros microbiolégicos a fim de se
verificar a qualidade e inocuidade final dos produtos obtidos. Varios micro-
organismos indicadores sao utilizados para esse fim, como os aerébios mesofilos e
coliformes. A Unido Europeia, por exemplo, determina a enumeracdo de aerobios
mesofilos e enterobactérias, além de pesquisa de Salmonella sp., em carcacas
bovinas como medidas de verificacdo da qualidade microbiolégica do processo de
abate (EC, 2007). No Brasil, os padrdes microbiologicos sdo seguidos de acordo
com o mercado importador, e para o comércio interno os padroes sao estabelecidos
pela ANVISA, de acordo com a RDC n°12 de 02 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001).

Doencas causadas por patdogenos de origem alimentar constituem um
problema de saude publica mundial e sua prevencdo € o objetivo de todas as
sociedades. Sdo doencas causadas por bactérias ou seus metabdlitos, parasitas,
virus, algas ou toxinas. A importancia das diferentes doencas de origem alimentar
varia entre paises dependendo do alimento consumido, dos procedimentos de

processamento, preparacdo, manuseio e armazenamento dos alimentos e da



17

sensibilidade da populagdo. Enquanto a completa eliminacdo das doencas de
origem alimentar é inatingivel, tanto os gestores governamentais de saude publica
quanto a induastria estdo comprometidos em reduzir a incidéncia de doencas
causadas por alimentos contaminados. Entretanto, a redu¢cdo do numero de casos
tem sempre um custo para a sociedade. O termo “custo” compreende nao apenas
dinheiro, mas também consideracfes em relacdo a cultura e hébitos alimentares
(ICMSF, 2006).

De uma maneira geral niveis de contaminacao por aerobios mesdéfilos abaixo
de 10° UFC/cm? da carcaca indicam boas condices de higiene durante o abate.
Contaminacéo de carnes em niveis acima de 10° UFC/cm? indica inicio de processo
de deterioragdo, com producdo de odores tipicos e redugédo do “shelflife” (tempo de
prateleira). Quando o nivel de contaminacdo atinge valores da ordem de 10’
UFC/cm? a formacdo de limosidade j4 é evidente (GILL, 1998). Adicionalmente,
como a maioria dos patégenos se desenvolve em temperatura ambiente, quanto
maior for a contagem de aerdbios mesofilos maior é a chance das carcacas estarem
contaminadas por patégenos como Salmonella e E. coli (FRANCO & LANDGRAF,
2008). O modo mais eficiente de se reduzir a contaminagdo e o desenvolvimento
microbiano em produtos carneos é o estabelecimento de programas preventivos de
controle de qualidade como BP e HACCP, que podem ser validados e verificados
pela pesquisa de micro-organismos indicadores de higiene que além de remeterem
a praticas adequadas de processamento, também sugerem a presenca de
patbgenos e micro-organismos causadores de deterioracdo (JAY, LOESSNER &
GOLDEN, 2005).

A qualidade e a inocuidade de produtos carneos podem ser estimadas
através da pesquisa de diversos indicadores, como os aerébios mesofilos e os
coliformes. A enumeragdo de aerdbios mesofilos fornece uma estimativa da
populacao geral de micro-organismos que estado presentes nos produtos carneos, e
altos niveis de contaminacao estao associados a baixa qualidade (GILL et al., 1998;
JAY, LOESSNER & GOLDEN, 2005). Coliformes, principalmente Escherichia coli,
geralmente sdo associados a contaminacao por matéria de origem fecal e sugerem
a presenca de patdégenos de origem entérica (EISEL, LINTON & MURIANA, 1997,
JAY, LOESSNER & GOLDEN, 2005). Segundo a legislacdo americana, a pesquisa
de E. coli em carcacas bovinas € obrigatoria a fim de se controlar a contaminagao

por patdgenos de origem intestinal (USDA, 1996b).
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A contagem de mesdfilos aerdbios em placas é comumente empregada para
indicar a qualidade sanitaria dos alimentos. Mesmo que 0s patdégenos estejam
ausentes e que nao tenham ocorrido alteracdes nas condi¢cdes sensoriais do
alimento, um numero elevado de micro-organismos indica que o alimento é
insalubre. Excecdo deve ser feita aos alimentos fermentados (FRANCO &
LANDGRAF, 2008).

Os EUA exigem a execucao diaria de testes microbiolégicos para
Escherichia coli e Salmonella sp. em abatedouros, sendo este Ultimo executado sob
a responsabilidade da inspecéo oficial, na frequéncia de uma amostra para cada 300
carcacas ou fracdo. No caso da Unido Européia, os indicadores sao: Contagem
Total de Mesofilos e Enterobacteriaceae, colhendo-se 5-10 amostras por semana
durante seis semanas consecutivas. Para os estabelecimentos credenciados a
exportacao para a Unido Européia e EUA, poderdo ser realizados simultaneamente
0os testes para E. coli e Samonella, na forma prevista na legislacdo dos EUA,
acrescidos da prova para contagem total de micro-organismos mesofilos, aplicando-
se para este indicador a metodologia prevista Decisdo 471/2001 da Unido Europeia
(BRASIL, 2004).

Apesar de alguns micro-organismos indicadores sugerirem a presenca de
micro-organismos patogénicos, uma vez que a maior parte dos patdbgenos de
importancia em saude publica sdo mesofilos (FRANCO & LANDGRAF, 2008), a
pesquisa efetiva de patdégenos é fundamental para garantia da seguranca
microbiolégica de produtos carneos e para evidenciar os riscos que estes produtos
podem representar para 0s consumidores. Assim, patdgenos frequentemente
associados a carne bovina devem ser pesquisados e controlados na linha de abate e
processamento, como Listeria monocytogenes, cepas patogénicas de E. coli e

Salmonella sp.

2.4 CONTAMINACAO DURANTE O PROCESSAMENTO

O tecido muscular de animais sadios € considerado, em situagfes normais,
estéril, livre da contaminagcdo de qualquer micro-organismo. Apds o abate e em

decorréncia de varias operacdes envolvidas na obtencao final das carcacas e cortes,
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a carne passa a apresentar uma microbiota bastante variavel, uma vez que pode se
tornar sujeita a contaminacdes provenientes de diferentes fontes. A contaminagéo
microbiolégica das carcacas bovinas ocorre principalmente durante o
processamento e manipulacdo, como esfola, evisceracdo, processamento de cortes,
embalagem, estocagem e distribuicdo dentro de um frigorifico e para pontos
comerciais (GILL, 1998). A esfola se constitui em um ponto critico do abate, tendo
em vista as possibilidades de contaminacédo da superficie das carcacas a partir de
micro-organismos existentes na pele, nos pélos e cascos dos animais (LAMBERT et
al.l, 1991, citado por FONTOURA, 2006). Fezes sdo consideradas como as
principais fontes de contaminacdo e podem atingir a carcaca por deposicéo direta,
pela pele, ou por contato indireto com carcacas contaminadas, equipamentos,
trabalhadores, instalacdes e ar (BORCH & ARINDER, 2002).

Felizmente, no que concerne aos bovinos, no Brasil, as contaminagdes
durante o processo de obtencdo de carcacas reduziram-se assim que os cuidados
antes, durante e ap0s o abate cercaram-se de técnicas mais atuais. Tais técnicas
constituem-se de: maior atencéo aos detalhes de construcéo, favorecendo a limpeza
e a desinfeccado dos currais; instituicdo de chuveiro de aspersdo com drenagem
constante; de cuidados na area de “vomito”, da esfola aérea e, muito
particularmente, das técnicas de oclusdo do reto, dos intestinos e do esbdfago, da
higienizacdo das mesas rolantes e de evisceracédo (PARDI et al., 1993).

Para diminuir a probabilidade de contaminag¢do microbiolégica de origem
bacteriana durante a esfola e evisceragao, o animal deve ser mantido em jejum e
dieta hidrica antes do abate, além de receber um banho de aspersdo com pressao
de 3 atm, e concentracdo minima de 5 ppm de cloro (BRASIL, 1998). J4 na sala de
abate logo ap0s a insensibilizagdo, na area de “vomito”, deve ser realizada uma
lavagem da regido perianal do animal, pois o mesmo sera icado por um dos
membros peélvicos, evitando assim o escorrimento de fezes (FRANCO, 2010).

Grande parte da contaminagao bacteriana da carcagca durante as operacdes
de abate ocorre durante a esfola. A superficie da carcaca € contaminada
principalmente pela pele. A carcaga, apos a esfola, apresenta uma contagem total

de micro-organismos na proporcdo quase constante de 0,3% do total de micro-

! LAMBERT, A. D.; SMITH, J. P.; DODDS, K. L. Shelf life extension and microbiological safety of
fresh meat. A review. Food Microbiology, v.8, n.4, p.267-97, 1991.
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organismos da pele. As primeiras incisdes e parte da esfola sdo realizadas com faca
que pode contaminar a superficie da carcaca. Facas esterilizadas utilizadas para
incisdo e separacao da pele podem adquirir, em toda lamina, cerca de 7,0 Log UFC
aerdbios mesofilos, 5,0 Log UFC esporos de Bacillus e psicrotréficos e 3,0 Log UFC
de Enterobacteriaceae; também é possivel a deteccdo de Salmonella spp. Outras
contaminac¢des durante a esfola sdo provenientes do contato da superficie da
carcaca com a pele ja separada ou maos dos operarios (ROCA, s.d., p. 04.)

Outra etapa de grande importancia para a qualidade higiénico-sanitaria da
carne é a evisceracdo. A contaminacdo se d4 mais comumente através da ruptura
de porc¢des do trato gastrintestinal por facas e/ou outros objetos perfuro-cortantes ou
guando h& extravasamento de conteudo fecal via reto. Existe ainda uma terceira
possibilidade de contaminacdo da carcaca via trato gastrintestinal, através da
migracdo de micro-organismos do limen intestinal para a cavidade abdominal ap6s
a morte do animal, dependendo do tempo transcorrido entre o abate e a realizacao
da etapa de evisceracdo. Adicionalmente, ha que se considerar a contaminacao
oriunda do ambiente de processamento: piso, paredes, superficie de contato, facas,
maos, agua, etc. (BERSOT, s.d., p. 02.).

Salmonella spp. é possivelmente o patégeno mais veiculado pela carne,
considerando-se as estatisticas de DTA. Dentre vérios fatores que podem ser
citados, a populacdo de Salmonella no rimen e nas fezes de bovinos no momento
do abate depende da alimentacdo e distancia de transporte. O patdégeno aumenta
sua quantidade no rumen devido a distancia de transporte e ao maior contato dos
animais com material fecal (ROCA, s.d., p. 03.).

Muitos estudos sobre a qualidade microbiolégica dos bovinos de corte tém
mostrado que a contaminacdo da pele é fortemente correlacionada a contaminagéo
da carcaca, o0 que € provavel resultado de contaminacéo cruzada (inter e/ou entre
carcacas) durante o processamento. O aumento da compreensdo da variagcdo na
prevaléncia e carga contaminante de Salmonella e E. coli O157:H7 presentes na
pele e carcacas bovinas durante o processamento é pré-requisito relevante para a
analise de perigos e pontos criticos de controle na obtencdo de carnes (BRICHTA-
HARHAY et al., 2008).

Rigobelo et al. (2008), realizaram uma pesquisa em abatedouros comerciais
do Estado de Sao Paulo, onde foram coletadas amostras de carcagas bovinas em

varias etapas do processamento. Em todas as amostras colhidas antes da
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evisceracdo havia uma certa contaminacdo, que aumentou apds a evisceracao,
indicando existéncia de contaminagdo nessa etapa. Entretanto, em todas as
amostragens realizadas apo6s a lavagem final das carcacas, houve reducdo da

contaminacdo inicial, indicando eficiéncia higiénica durante o processamento.

2.5 MICRO-ORGANISMOS INDICADORES

Para que um micro-organismo seja considerado um bom indicador de
contaminacdo de origem fecal deve preencher varios requisitos, dentre os quais

Franco & Landgraf (2008) destacam:
— Ter como habitat exclusivo o trato intestinal do homem e de outros animais;
— Ocorrer em numeros muito altos nas fezes;
— Apresentar alta resisténcia ao ambiente extra-enteral;
— Hauver técnicas rapidas, simples e precisas para sua detecc¢ao e/ou contagem;

Como exemplos de micro-organismos indicadores podem ser citados aqueles

que, segundo a ICMSF, podem ser agrupados em:

1. Micro-organismos que nado oferecem risco direto a saude: contagem padrédo de
mesofilos, contagem de psicrotréficos e termdfilos, contagem de bolores e

leveduras;

2. Micro-organismos que oferecem um risco baixo ou indireto a saude: coliformes a
35°C, coliformes fecais, enterococos, enterobactérias totais e Escherichia coli
(SILVA, 2002).

A contagem total de aerdbios mesdfilos em placa, também denominada
contagem padrdao em placa (PCA), é o método mais utilizado como indicador geral
de qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos. As bactérias aerébias mesofilas sao
constituidas de espécies da familia Enterobacteriaceae, dos géneros Bacillus,
Clostridium, Corynebacterium, Streptococcus, dentre outros (SILVA; JUNQUEIRA;
SILVEIRA, 2001). As placas sao incubadas a 35°C/48h, sendo que a grande maioria
das bactérias mesofilas se multiplica nesta temperatura, incluindo os patogénicos e

os deteriorantes (SILVA JUNIOR, 1995). Todas as bactérias patogénicas de origem
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alimentar sdo mesdfilas. Portanto, uma alta contagem de mesofilos, que crescem a
mesma temperatura do corpo humano, significa que houve condi¢cbes para que
estes patdgenos se multiplicassem (FRANCO & LANDGRAF, 2008).

Altas contagens de mesofilos aerébios ou facultativos em alimentos (acima de
10° UFC/g) indicam:

e EXxposicdo a contaminacdo ambiental,
e Permanéncia por tempo prolongado em temperatura ambiente;
e Armazenamento em temperatura inadequada de refrigeragcdo (SILVA

JUNIOR,1995).

As enterobactérias compreendem um grupo de micro-organismos
classicamente utilizados na determinacdo de contaminacdes causadas por fezes,
por serem encontradas no intestino, mas também sédo encontradas em regifes extra-
intestinais. S&o bacilos Gram negativos e estdo amplamente distribuidos no solo,
agua, plantas e intestinos do homem e dos animais. Atualmente, alguns laboratérios
preferem enumerar as bactérias pertencentes a esse grupo ao invés de enumerar
coliformes fecais e E. coli, por considerarem as bactérias do grupo coliforme mal
distribuidas taxonomicamente, pela possibilidade de ocorréncia de numeros falsos
pela identificacdo apenas de grupos fermentadores de lactose e pela maior
resisténcia das cepas de Salmonella em detrimento a E. coli e outros coliformes
(FRANCO & LANDGRAF, 2008).

Os coliformes fazem parte da familia Enterobacteriaceae e tém varias
caracteristicas em comum com espécies do género Salmonella e Shigella, das quais
todas sdo patogénicas. Entretanto, a principal diferenca bioquimica caracteristica &
que os coliformes fermentam a lactose com a producdo de acido e gas, enquanto
Salmonella e Shigella ndo (PELCZAR JR.; CHAN; KRIEG, 1997). Sao bacilos Gram
negativos e nao formadores de esporos. Além de serem encontrados nas fezes,
também estdo presentes em outros ambientes como vegetais e solo, onde persistem
por tempo superior ao de bactérias patogénicas de origem intestinal como
Salmonella e Shigella. Consequentemente, segundo Franco & Landgraf (2008), a
presenca de coliformes a 35°C no alimento nado indica, necessariamente,
contaminacdo fecal recente ou ocorréncia de enteropatdgenos.

A definicdo de coliformes fecais € a mesma dos coliformes a 35°C, com a
diferenca de que os primeiros sdo capazes de fermentar lactose e produzir acido e
gas quando incubados a 44°- 45,5°C por 24-48h conforme descreve Silva (2002).
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Nessas condicdes, ao redor de 90% das culturas de E. coli sdo positivas, enquanto
entre os demais géneros, apenas algumas cepas de Enterobacter e Klebsiella
mantém essa caracteristica (FRANCO & LANDGRAF, 2008). Sao indicadores
sanitarios por indicarem uma possivel presenca de micro-organismos patogénicos e
também devido a existéncia de sorotipos patogénicos de Escherichia coli. Séo
também denominados COLIFORMES TERMOTOLERANTES ou COLIFORMES A
45°C (SILVA JUNIOR, 1995).

A pesquisa de coliformes fecais ou de E.coli nos alimentos fornece, com
maior seguranca, informagdes sobre as condi¢des higiénicas do produto e a melhor
indicacdo da eventual presenca de enteropatdogenos. (FRANCO & LANDGRAF,
2008).

2.6 Listeria monocytogenes

H& muito tempo Listeria monocytogenes € reconhecida como um importante
patdgeno que pode estar presente nos alimentos. Varios surtos de listeriose
ocorridos entre 2006 e 2007 nos EUA, atribuidos ao consumo de produtos carneos
prontos para consumo, levaram a uma maior preocupacdo do setor publico e
reguladores e, consequentemente, as atividades de avaliacdo e gestédo do risco de
L. monocytogenes receberam alta prioridade nas agéncias governamentais e na
industria neste pais (FAO, 2007).

Embora sendo mais prevalente em paises de clima frio e temperado do que
em paises tropicais, a ocorréncia de casos de listeriose em suas formas
neuroldgicas ou abortivas tem aumentado consideravelmente no Brasil nos ultimos
25 anos (SCARCELLI & PIATTI, 2002), o que deve servir de alerta para que sejam
intensificadas as pesquisas visando minimizar os seus efeitos deletérios, através da
prevencdo da contaminacdo de carcacas no processamento do abate. Entretanto,
nao ha relato de DTA provocada por L. monocytogenes no Brasil até o presente
momento.

L. monocytogenes € um importante patdégeno de origem alimentar

responsavel por causar surtos de listeriose, doenca zoonoética grave que pode afetar
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seres humanos e muitas espécies de animais. Os principais sintomas clinicos de
infeccbes por L. monocytogenes em humanos sdo o aborto, septicemia e meningite
(GANDHI & CHIKINDAS, 2007). Estes sintomas ocorrem na doenca invasiva e se
manifestam naqueles individuos considerados “grupos de risco” para a doenca, por
serem predisponentes a listeriose adulta com altas taxas de mortalidade, incluindo:
portadores de neoplasias, AIDS, alcoolismo, diabetes (principalmente a tipo 1),
doencas cardiovasculares, idosos (acima de 65 anos) e criancas (abaixo de 5 anos),
gestantes, transplantes renais e terapias com corticoides (JAY, 2005). Enfatize-se
gue L. monocytogenes tem sido isolada de alimentos como leite e produtos lacteos,
hortalicas, cortes de carne embalados a véacuo, frangos e carnes em geral
(DESTRO; SERRANO; KABUK, 1991; SAKATE et al., 2003; BERSOT et al., 2008;).
Surtos de listeriose mostram uma correlacdo entre a infeccdo e a ingestdo de
alimentos, principalmente produtos lacteos contaminados com L. monocytogenes
(GUERRA & BERNARDO, 2004). H4, ainda, a listeriose ndo invasiva, cuja
caracteristica principal é uma gastrenterite febril, ndo acometendo grupos
especificos da populacdo (SCHLECH, 1997).

Alguns estudos sugerem que até 21% dos humanos sejam portadores desta
bactéria nos intestinos (SCHUCHAT; SWAMINATHAN; BROOME, 1991; MASCOLA
et al., 1992; SLUTSKER & SCHUCHAT, 1999). Esse patdégeno tem sido encontrado
mundialmente em pelo menos 42 espécies de mamiferos, tanto domésticos quanto
silvestres, assim como em pelo menos 22 espécies de passaros e em algumas
espécies de peixes e moluscos (USDA, 1991; SLUTKER & SCHUCHAT, 1999;
ROCOURT, JACQUET & REILLY, 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 néo sendo formadora
de esporos (CLIVER, 1990; PERRY & DONNELLY, 1990; PELL, 1997; SLUTSKER
& SHUCHAT, 1999; DYKES & MOORHEAD, 2000).

Uma evidente caracteristica de L. monocytogenes é sua habilidade em
sobreviver e multiplicar dentro da célula eucariotica bem como induzir a infec¢ao
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). Outros fatores tambéem

sdo descritos como importantes para 0s mecanismos de patogenicidade de L.
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monocytogenes. A proteina de superficie ActA conduz o micro-organismo para as
fibras de actinas e finalmente a conexdo com a outra célula hospedeira e mediada
pelas internalinas (CABANES et al.,, 2002). Dentro da familia das internalinas ja
foram identificadas em L. monocytogenes a proteina InlA, a qual possui funcéo de
invasdo através da interacdo com receptores de caderina em células epiteliais
(LECUIT et al., 2001), entre outras.

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 multiplicagdo em
alimentos refrigerados (RORVIK & YNDESTAD, 1991; SANAA et al., 1993,
NORRUNG, ANDERSEEN, SCHLUND, 1999; PETERSEN & MADSEN, 2000;
DESTRO, 2000; BERSOT et al., 2008). Nos EUA onde ha uma rede eficiente de
monitoramento de DTA, estima-se que ocorram pelo menos 1600 casos de listeriose
por ano, segundo dados do CDC até 2008, com 415 mortes. A alta incidéncia torna a
L. monocytogenes um dos 5 patdgenos que mais causam mortes nos EUA, sendo
responsavel por 28% do total de 6bitos causados por doencas de origem alimentar
no pais (MEAD et al., 1999). Ainda segundo dados do CDC, a incidéncia anual de
listeriose diminuiu 34% entre 1989 e 1993 e uma analise da tendéncia da incidéncia
1996-2006 revelou um declinio de 36%. No entanto, 0s surtos continuam a ocorrer.
Em 2002, um surto que resultou em 54 doencas, 8 mortes, e trés oObitos fetais em 9
estados foi investigado apontando o consumo de carne de peru contaminado como o
responsavel.

Um ponto critico a ser analisado é a silagem, pois quando é de baixa
qualidade, pode favorecer enormemente a proliferacdo de Listeria. Ha evidencias de
gue a silagem fornecida aos animais possa veicular L. monocytogenes (PERRY &
DONNELLY, 1990). Quando animais que antes se alimentavam de pastagens
comecaram 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
assintomaticos e disseminar a contamina¢cdo no rebanho, assim como no leite
(PERRY & DONNELLY, 1990; MANZANO et al., 1998; BOVILL et al., 2000). Em
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Vermont, EUA, Perry & Donnelly (1990), detectaram a presenca de L.
monocytogenes em 2,9% de amostras de silagem. Na Escocia, 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 disseminacéo 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 fezes
de animais contaminadas com Listeria spp., sendo 2,2% positivos para L.
monocytogenes, estando os animais clinicamente sadios (SIRAGUSA; DICKSON;
DANIELS, 1993). Outro levantamento da presenca de L. monocytogenes em fezes
de bovinos abatidos na lugoslavia mostrou que 24% das amostras foram positivas
para essa bactéria. Neste mesmo trabalho, a prevaléncia de L. monocytogenes em
carne moida foi de 69% (BUNCIC, 1991).

Com relacdo a listeriose causada por ingestdo de produtos céarneos
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 0
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 carneos, além de plantas de
processamento, tem sido associada a contaminacdo por L. monocytogenes
(NESBAKKEN; KAPPERUD; CAUGANT, 1996; NORRUNG, ANDERSEEN &
SCHLUND, 1999; CORDANO & ROCOURT, 2001; PECCIO et al, 2003;
BARBALHO et al., 2005; GUDBJORNSDOTTIR et al., 2004; BARROS et al., 2007).

Norrung, Anderseen & Schlund (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
carcacas de bovinos abatidos nos EUA foi realizado entre dezembro de 1993 e
novembro de 1994 pelo servico federal de inspecdo de alimentos daquele pais.
Verificou-se que 238 (11,3%) das 2.112 carcacas analisadas apresentaram L.
monocytogenes como contaminante (USDA, 1996a).

A eliminacdo de L. monocytogenes em ambientes de industrias de alimentos
€ sabidamente dificil pela sua conhecida resisténcia a agentes antimicrobianos e
substancias quimicas, como acidos e Aalcalis. A capacidade de adesdo e

consequente formacdo de biofilmes sdo consideradas como principais fatores de
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persisténcia de L. monocytogenes em industrias de alimentos (HOOD & ZOTTOLA,
1995; DYKES & MOORHEAD, 2001; DYKES, 2003; TAKHISTOV & GEORGE, 2004;
MORETRO & LANGSRUD, 2004). Esse micro-organismo possui comprovada
capacidade de adesdo em superficies de diferentes tipos de materiais, como
borracha, plastico, vidro e acgo inoxidavel, frequentemente utilizados em utensilios e
equipamentos nessas industrias (BERESFORD, ANDREW & SHAMA, 2001;
GANDHI & CHIKINDAS, 2007).

2.7 Escherichia coli O157:H7

E. coli € uma espécie de bactéria pertencente a microbiota autéctone do
trato digestivo de maimiferos e aves. Entretanto, algumas cepas possuem potencial
patogénico e causam distintas sindromes diarréicas, e sao divididas em diferentes
grupos considerando suas propriedades virulentas, sindromes clinicas,
epidemiologia e diferentes sorogrupos (JAY, LOESSNER & GOLDEN, 2005). Dentre
0s possiveis tipos de E. coli patogénicas, as cepas verotoxigénicas (VTEC) possuem
grande importancia epidemiolégica por uma grande quantidade de sorogrupos
serem comensais em bovinos e causarem severa enfermidade em seres humanos,
particularmente creditada ao sorogrupo 0157, associado ou ndo ao sorogrupo H7
(SYNGE, 2000). Porém, varios outros sorogrupos sao sabidamente potenciais
produtores de verotoxinas e sdo associados as infec¢bes esporadicas e surtos em
humanos (COIA, 1998).

Segundo Silva, Junqueira & Silveira, (2001), E. coli O157:H7 é reconhecida
como patdgeno de origem alimentar desde 1982, respondendo por milhares de
casos de diarreia e sindrome urémica hemolitica (HUS) nos EUA, Europa e Japao. A
E. coli € um bacilo Gram negativo, ndo esporulado, pertecente a familia
Enterobacteriaceae e capaz de fermentar glicose com producdo de acido e gas
(FRANCO & LANDGRAF, 2008). Os grupos sorologicos virulentos de E. coli sdo
diferenciados com base nas caracteristicas das doencas que provocam e no efeito
em certas culturas de células. Os cinco grupos virulentos reconhecidos séo: E. coli
enteroagregativas, entero-hemorragicas, enteroinvasivas, enteropatogénicas e

enterotoxigénicas (JAY, 2005). Véarios fatores tém sido associados a viruléncia da E.
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coli O157:H7, incluindo a producdo de pelo menos uma das duas shigatoxinas,
intimina e enterohemolisina (BARKOCY-GALLAGHER et al., 2001, JAY, 2005).

As linhagens entero-hemorragicas de E. coli produzem uma potente toxina,
semelhante a toxina Shiga (verotoxina) produzida pela Shigella dysenteriae (JAY,
2005). As shigatoxinas (stx) séo fatores de viruléncia essenciais na patogénese de
VTEC (E. coli produtoras de verotoxinas). Dois tipos de stx sdo conhecidas: stx1 e
stx2 (STROCKBINE et al., 1988).

Segundo Chang et al. (2004), a diarreia associada a HUS é uma das
principais causas de insuficiéncia renal aguda em criancas. Segundo os autores,
varios estudos tém demonstrado que a E. coli O157 € o agente etiologico mais
comum em casos de diarreia associada a HUS. Nos EUA, E. coli O157:H7 é o
principal sorotipo produtor de toxinas “Shiga”, causando aproximadamente 73.480
casos de infeccdo e 61 mortes a cada ano. Razzaq (2006) afirma que 3 a 15% dos
pacientes com diarreia por E. coli 0157:H7 podem desenvolver a HUS e que o0 uso
de antibidticos ou antidiarréicos nas fases iniciais da diarreia demonstrou aumentar o
risco de HUS, porque o intestino esta exposto a um maior nimero de toxinas por um
longo periodo, devido a desaceleragdo da motilidade intestinal.

A intimina € outro importante fator de viruléncia codificado pelo gene eae
essencial para adesdo de VTEC aos enterécitos (KAPER et al., 1998). Este gene ja
foi detectado em diversos sorotipos das VTEC e tem sido mostrado envolvido nos
mecanismos de colonizagdo em modelos animais (DONNEMBERG & KAPER,
1991). Segundo Jay (2005), a intimina € necessaria para que as proteinas do
citoesqueleto das células hospedeiras envolvam as células bacterianas aderidas,
sendo de grande importancia para coloniza¢cdo do organismo hospedeiro.

As enterohemolisinas sdo também reconhecidas como fatores de viruléncia
das VTEC. Séo assim classificadas por causarem hemolise em eritrocitos de ovinos.
Sao sintetizadas como protoxinas que requerem processamento especifico para a
sua ativacado e formacdo de poros na membrana dos eritrocitos (COOKSON et al.,
2002). A presenca desta classe de toxina é frequentemente encontrada nos
sorotipos O157:H7 e O111:H- (SCHMIDT, BEUTIN & KARCH, 1995; SCHMIDT &
KARCH 1996). Relacionada a sindrome urémica hemorragica, amostras de soro de
pacientes comumente possuem anticorpos direcionados as hemolisinas das cepas
da O157:H7 (SCHMIDT, BEUTIN & KARCH, 1995).
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Os bovinos sao considerados os principais veiculadores de VTEC, uma vez
gue os animais infectados raramente apresentam sintomas evidentes e eliminam os
micro-organismos continuamente pelas fezes, contaminando o ambiente e o0s
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 agua contaminados. Essa forma e a
mais comum de transmissdo, frequentemente descrita em casos e surtos de
infecgbes por VTEC (SYNGE, 2000, JAY, 2005). Os alimentos mais associados a
transmissao de VTEC sé&o: carne bovina mal passada, leite cru, queijos feitos com
leite cru, vegetais crus (contaminacdo cruzada) e produtos carneos fermentados
(BLACKBURN & MCCARTHY, 2000).

Os sintomas em seres humanos decorrentes da infecgdo por VTEC variam
de quadros de diarreia com ou sem presenca de sangue (colite hemorragica), até a
HUS, considerada o quadro mais grave. No Reino Unido, 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 VTEC em cortes bovinos, com
a maioria dos isolados apresentando importantes genes associados a
patogenicidade. Chapman et al. (2001) verificaram a presenca de E. coli O157 em
um estudo desenvolvido ao longo de um ano na Inglaterra, e isolaram o patégeno
em 12,9% dos bovinos, 1,4% das carcacas e em 0,44% dos produtos carneos, com
maiores frequéncias e contagens acima de 10* UFC/g entre os meses e julho e
agosto. Maden et al. (2001), em estudo realizado na Irlanda do Norte, ndo isolaram
E. coli O157:H7 em nenhuma das carcacas bovinas analisadas. Fantelli & Stephan
(2001) detectaram a presenca de cepas de E. coli em 2,3% de amostras de carne
picada na Suica, que apresentavam 0s genes stxl e stx2. Tutenel et al. (2003)
detectaram E. coli O157 em carcagas bovinas e em amostras de carne moida,
apresentando varios genes associados a patogenicidade. Em estudo realizado no
Brasil e Argentina (GUTH et al., 2003), a maioria dos isolados de E. coli
verotoxigénicas apresentaram o gene stx2, com diferencas no potencial patogénico

considerando os sorotipos e gendtipos.



30

Silva et al. (2001), analisaram 340 amostras de produtos carneos, ndo sendo
detectada a presenca de E.coli O157:H7 em nenhuma das amostras analisadas.
Esses resultados, segundo os autores, complementam outros ja previamente
relatados para produtos carneos no Brasil, atestando, sendo a auséncia, pelo menos
uma baixa frequiéncia do patégeno em nossa producao.

Broseta et al. (2001), em um trabalho de revisdo cujo objetivo foi entender as
primeiras fases da infeccdo em animais e humanos e preparar medidas de controle
efetivas para a reducdo do risco da infeccdo por O157:H7 em seres humanos,
analisaram criticamente os resultados de 26 estudos epidemioldgicos publicados
sobre a prevaléncia da contaminacdo do gado por cepas de E. coli produtoras de
verotoxinas (VTEC), do sorogrupo O157:H7. Estes inquéritos foram realizados
desde 1986 em fazendas na América do Norte (10 estudos), em fazendas na Europa
(6 estudos) e nos matadouros, antes ou logo ap6s o abate (7 estudos) ou apés a
esfola e evisceracéo (3 trabalhos). Foi argumentado que a prevaléncia dos valores
inferidos a partir das medi¢des realizadas nas pesquisas foram muito provavelmente
subestimadas devido a amostragens insuficientes e métodos de inadequada
sensibilidade de deteccdo (com excecdo a técnica de separacdo imunomagnética).
N&o houve conclusbes definitivas quanto a influéncia da localizacdo geografica ou
época do ano na prevaléncia da contaminacao. Nas pesquisas realizadas, observou-
se a falta de avaliacdo da influéncia quantitativa dos niveis de higiene dos
matadouros nas enumeracfes de E. coli. Além disso, h& crescentes evidéncias de
outras fontes de E. coli O157:H7 para bovinos nas fazendas, tais como alimentos,
agua e bebedouros de agua.

Em outra revisdo, sobre gestdo quantitativa dos riscos inerentes a presenca
de E. coli O157: H7 em carne bovina, Duffy et al. (2006), concluiram que todos o0s
experimentos com modelagens para previsdo da incidéncia de E. coli O157:H7
podem sofrer variacbes em suas previsdes da enfermidade, influenciadas pelas
diferentes concentracdes e prevaléncia de E. coli em regides geograficas diversas.
Ressaltaram, ainda, que qualquer um dos modelos poderia ser adaptado e
executado com a adaptacdo dos dados de entrada / praticas de outros paises ou
regides para avaliar e gerir os riscos apresentados por E. coli O157: H7 na carne.

O estudo de Duffy et al. (2006), relatou, ainda, que pesar das previsdes de
risco serem diferentes, houve uma acentuada similaridade de todos os modelos em

termos de fatores de maior impacto de risco. Quatro dos cinco modelos
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demonstraram que o fator com maior impacto sobre a doenca foi a concentracéo do
patégeno nas fezes ou pele dos animais no abate. Por isso, consideraram provavel
que os esforcos destinados a eliminar os animais portadores em niveis muito
elevados do patdégeno na entrada da cadeia produtiva da carne renderiam bom
retorno em termos de reducao de risco. De forma similar, o abuso de temperatura no
varejo também apresentou alta em incidéncia nos fatores de risco dos modelos.

No norte da Italia, um estudo foi conduzido por Alonso et al. (2007) a fim de
determinar a presenca de E. coli O157:H7 em fezes de bovinos abatidos e a
posterior contaminacdo das carcagas durante o abate. De 45 amostras de fezes
analisadas, 11 (24%) foram positivas para E. coli O157:H7. De 45 carcacas, 5
apresentaram positividade para O157:H7. Os resultados da analise molecular
mostraram que o mesmo tipo de perfil fagotipico de E-coli O157:H7 foi detectado
nas amostras de fezes e na carcaca de um animal, e também em mais duas

carcacas correspondentes a dois animais abatidos no mesmo dia.

2.8 Salmonella sp.

7 Y

Salmonella é um bastonete Gram negativo, pertencente a familia
Enterobacteriaceae ndo formador de esporos, movel pela producdo de flagelos
peritriquios, excecédo feita aos sorotipos Pullorum e Gallinarum, Estd amplamente
distribuida na natureza e tém os humanos e 0s animais como seus principais
reservatorios. Doencas alimentares causadas por Salmonella resultam da ingestao
de alimentos contendo um nudmero significativo de determinadas linhagens do
género (JAY, 2005).

Segundo sistema Kauffman-White de classificacdo, s&o conhecidos
atualmente 2.541 sorotipos (ou sorovares) de Salmonella distribuidos em duas
espécies conforme indicado na Tabela 1 (POPOFF, BOCKEMUHL & GHEESLING,
2004), contudo cerca de 80 a 90 sdo os mais comuns nos casos de infec¢cdo dos
seres humanos e animais. Dentre esses, alguns podem infectar as aves, sendo os
mais comuns S. Typhimurium, e S. Enteritidis causando ou néo o paratifo aviario, e
através dos produtos alimenticios de origem avicola, associados com casos de DTA
em seres humanos (BERCHIERI JUNIOR & MACARI, 2000).
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Tabela 1. Principais espécies admitidas para o género Salmonella e sorotipos.

Espécies N° de sorotipos

Salmonella enterica

subsp. enterica 1.504
subsp. salamae 502
subsp. arizonae 95
subsp. diarizonae 333
subsp. houtenae 72
subsp. indica 13
Salmonella bongori 22
TOTAL 2.541

FONTE: POPOFF, BOCKEMUHL & GHEESLING (2004).

Embora o habitat primario da Salmonella spp. seja o trato intestinal de
animais, como passaros, répteis, animais de granja, homem e ocasionalmente
insetos, a Salmonella pode ser encontrada, de tempos em tempos, em outras partes
do corpo. Como forma intestinal, os micro-organismos sao excretados nas fezes,
das quais podem ser transmitidos por insetos e por outros organismos vivos para um
grande numero de localidades. Dessa forma, Salmonella pode ser encontrada na
agua, especialmente em aguas poluidas (JAY, 2005).

A nomenclatura da Salmonella é controversa, uma vez que a taxonomia
original do género nao foi baseada nas relacdes de DNA; os nomes foram dados de
acordo com as consideracdes clinicas, por exemplo: Salmonella Typhi, Salmonella
Cholerasuis, Salmonella Abortus ovis e assim por diante. Quando as analises
sorologicas foram adotadas no esquema Kauffmann-White em 1946, uma espécie
das Salmonella foi definida como “um grupo fagotipico relacionado a fermentagao”,
resultando na consideracdo de cada sorotipo de Salmonella como uma espécie.
Sendo a especificidade de hospedeiro sugerida pelos nomes anteriormente
inexistentes (por exemplo, S. Typhimurium, S. Cholerasuis s&o, na verdade,
ubiquos), nomes derivados da area geografica original de isolamento inicial das
primeiras cepas dos sorotipos recém descobertos foram escolhidos: S. London, S.
Panama, S. Stanleyville (TODAR, 2008).

Embora ainda existam divergéncias sobre as denominacdes sorotipo e

sorotipo, bem como sobre a melhor forma de apresentar um resultado, empregando
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nomes ou férmulas antigénicas, alcancou-se um consenso, de que todos o0s
sorotipos ou sorotipos de Salmonella pertencem a duas espécies: Salmonella
bongori, a qual contém 22 sorotipos e Salmonella enterica, a qual contém 2.519 ou
mais sorovares, divididos em 6 subespécies:

e Salmonella enterica subespécie enterica (I ou 1);

e Salmonella enterica subespécie salamae (Il ou 2);

e Salmonella enterica subespécie arizonae (llla ou 3a);

e Salmonella enterica subespécie diarizonae (Illb ou 3b);

e Salmonella enterica subespécie hotenae (IV ou 4);

e Salmonella enterica subespécie indica (VI ou 6); (D’AOUST, 1997).

O Instituto Adolfo Lutz em S&o Paulo e a Fundacdo Oswaldo Cruz no Rio de
Janeiro sdo os dois laboratérios de referéncia que atualmente caracterizam o0s
sorotipos de Salmonella sp. (REIS & CAMARGO, s.d., p. 01).

Embora todos os sorotipos de Salmonella tenham o potencial de causar a
doenca, alguns sorotipos parecem ser responsaveis por uma série de doencas em
diversos animais e hospedeiros humanos. Salmonella Typhimurium, S. Enteritidis e
S. Newport estdo no topo da lista de sorotipos de Salmonella envolvidas em
infeccbes humanas e S. Dublin é uma causa comum de infeccBes por Salmonella
em bovinos (JACKSON, 2007).

Salmonella é um micro-organismo frequentemente associado a graves surtos
de DTA no Brasil e no mundo. Na Inglaterra e paises vizinhos, 90% dos casos de
DTA estdo associados a bactéria. Dados publicados em diversos paises indicam o
aumento dos relatos de casos (FRANCO & LANDGRAF, 2008), com hospitalizagdes
e mortes em pacientes mais suscetiveis. Os veiculos mais comuns dos surtos
salmonelose humana sdo a agua e os alimentos contaminados com fezes de
animais ou humanos, cremes doces (tortas), maioneses, carne moida, lingticas,
ovos e carnes de aves, suinos e bovinos. As carnes suina e bovina séo
responsaveis por cerca de 13% dos surtos de salmoneloses humanas (MEAD et al.,
1999).

Jay (2005) relata que os sorotipos isolados com maior freqiéncia nos EUA,
de 1996 a 1997 foram a S. Typhimurium (29%) e a S. Enteritidis (16%). Tavechio et
al., (1996), no Brasil, identificaram 81 sorotipos de 5.490 cepas isoladas de

infeccbes humanas e amostras ndo-humanas no Estado de Sdo Paulo de 1991 a



34

1995. Evidenciaram um grande crescimento da incidéncia de Salmonella Enteritidis
(1,2% em 91, 10,1% em 1993, 43,3% em 1994 e 64,9% em 1995 em todos 0s
isolados). Kottwitz et al. (2010), realizaram uma avaliagdo epidemiologica de surtos
de salmonelose ocorridos no periodo de 1999 a 2008 no Estado do Parana. Na
categoria de carnes e derivados, encontraram um total de 39 (20,8%) pratos prontos
a base de carnes suinas, bovinas e de aves e 26 (14,0%) diferentes embutidos
frescos e defumados implicados nos surtos de DTA. Os resultados da sorotipagem
das 310 cepas de Salmonella sp. analisadas, associadas a 254 surtos mostram a
prevaléncia do sorotipo Enteritidis (83,3%).

Em 2004, McEvoy et al., realizaram um estudo a fim de determinar a
prevaléncia de Salmonella spp. em fezes de bovinos, rimen e amostras de carcaca
em um abatedouro comercial na Irlanda. Encontraram amostras positivas com maior
frequéncia de ocorréncia durante o periodo de agosto a outubro. A maioria dos
isolados do estudo ndo foram comumente associados a infecgdo clinica humana,
com excecao de S. Typhimurium DT104 (R-type ACSSuT).

Pode haver correlagéo entre a de contaminacéo por Salmonella em carcacas
e pele de animais de abate e a contaminacéo por E.coli 0157:H7. Brichta-Harhay et
al. (2008), examinaram a contaminacdo por Salmonella e E. coli O157:H7 da
superficie de carcacas e pele de bovinos de abate de 4 regides geograficamente
distintas dos EUA de julho de 2005 a abril de 2006 e encontraram 33,3% dos couros
e 4,1% das carcacas contaminados pelos dois patégenos.

Shinohara et al. (2008) relatam um estudo sobre a prevaléncia de Salmonella
em 122 amostras de carne moida crua adquiridas em 33 acougues na cidade de
Gaborone, em Botsuana, pais localizado no sul da Africa, com coletas realizadas
entre Agosto de 2002 e Abril de 2003. Esse estudo foi motivado pelo fato da
Salmonella ter sido isolada da carne bovina e associado a casos de diarreias em
criangas daquele pais. Das amostras analisadas, 20% apresentaram positividade
para Salmonella sp. No Brasil, foram pesquisadas quinze amostras de carne bovina
moida in natura, comercializadas em supermercados da regido oeste de S&ao Paulo.
Detectou-se a presenca de Salmonella sp. em uma amostra (SHINOHARA et al.,
2008).

A contaminacdo de produtos utilizados na alimentagcédo animal pode contribuir
para manutencdo do patdogeno na cadeia alimentar. Um estudo realizado por
Cardoso et al. (2008), com insumos da fabricacdo de ragOes para alimentacao
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animal provenientes dos estados de Goias, Parana, Rio Grande do Sul e S&o Paulo,
num total de 513 amostras analisadas, constatou a presenca de Salmonella sp. em
60 (11,7%) delas. Destas, 45 (75%) foram enviadas para confirmagdo por
sorotipagem em centro de referéncia. Quanto ao material analisado, a maior
ocorréncia de Salmonella sp. foi observada em farinha de carne (31,66%) e farelo de
soja (31,66%). Residuo de soja, cascas para adicionamento, farelo peletizado de
soja, farinha de visceras, milho, cascas e vagem de soja representaram os 36,68%
restantes das amostras positivas.

A avaliagdo bacteriologica da carne bovina desossada em estabelecimentos
comerciais em Cuiab4d conduzida por Sigarini (2004), revelou a presenca de
Salmonella sp., antes da desossa, nos dois estabelecimentos amostrados (17,5%
em um e 15% no outro).

SILVA et al. (2002), avaliou a qualidade de linglicas mistas tipo frescal
produzidas na cidade de Pelotas-RS, e encontrou um percentual de amostras
positivas para a presenca de Salmonella sp. de 17,86% das 32 amostras analisadas.

A pesquisa realizada por Martins et al., (2008), com avaliagdo de salsichas
tipo "hot dog" comercializadas em embalagens a vacuo e a granel em
supermercados dos municipios Rio de Janeiro e Niterdi-RJ, revelou a presenca de
Salmonella sp. em trés das 50 amostras analisadas, caracterizando-as como
improprias para consumo.

Em Campina Grande, Estado da Paraiba, foram analisadas vinte amostras
de carne de sol comercializada em estabelecimentos e feiras livres. Dez amostras
foram colhidas a temperatura ambiente e dez sob refrigeracdo. A presenca da
Salmonella sp. foi constatada em 40% das amostras comercializadas em
temperatura ambiente e em 30% das amostras sob refrigeragdo (SHINOHARA et al.,
2008).

Surtos relacionados a Salmonella sp. estdo mais relacionados ao consumo de
carne de aves, ovos e carnes suinas, o que se deve provavelmente a falta de
notificacdo e investigagdo epidemiolégica adequada de episédios de infeccbes

alimentares no Brasil.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE COLETA DAS AMOSTRAS

Para a realizacdo do presente trabalho foram colhidas amostras em um
estabelecimento de abate de bovinos na regido oeste do Parana, com Servico de
Inspecdo Federal (SIF) do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento
(MAPA) dotado de condi¢cdes técnicas e higiénico-sanitarias e habilitado a
exportacao.

Os animais amostrados eram advindos de lotes mistos de animais mesticos
de corte, de regides proximas ao estabelecimento de abate, na regido Oeste do

Parané.

3.1.1 INSTALACOES E PROCESSO DE ABATE

Na industria, em etapa anterior ao abate, os bovinos recebem banho de
aspersao com agua a temperatura ambiente, hiperclorada, com presséo de trés atm,
durante trés minutos, para limpeza dos animais e para que haja vasoconstricao
periférica, de forma a facilitar a sangria. Em seguida os animais sdo conduzidos ao
box de atordoamento por uma seringa, que € o afunilamento da rampa onde o0s
animais passam em fila indiana até o mesmo. A seringa possui chuveiros em toda
sua extensdo com agua hiperclorada a pressao de trés atm. A insensibilizacdo em
seguida a seringa € realizada atraves de percusséao cerebral por meio de uma pistola
pneumatica com dardo cativo e é realizada com o bovino dentro de um box metalico
de fundo falso. Apoés insensibilizagdo o bovino cai na area de vomito onde é feita
uma lavagem do perianal e em seguida o animal € icado pela pata esquerda atraves
de sistema de corrente mais carretiiha. Em seguida é suspenso através de um
guincho para o trilho alto, pelo qual é conduzido & sangria na sala de abate (ndo

climatizada no estabelecimento).
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A sangria ocorre logo apés a insensibilizacdo do animal e é realizada na
area de sangria ou canaleta de sangria, seguida imediatamente por estimulacédo
elétrica das carcacas. A sangria € realizada com faca apropriada, mediante abertura
sagital da barbela. Em seguida, o operador troca a faca para realizar a divulcéo e
seccado dos grandes vasos do pescoco. Pela abertura inicial, a faca é introduzida em
direcdo ao peito do animal, onde sdo seccionadas a artéria aorta e veia cava
anteriores ou, outras vezes, juncao das artérias carotidas.

Faz-se a retirada dos mocotds (articulacbes carpometacarpianas e tarso-
metatarsianas) e serragem ou cortes dos chifres. Logo depois tem inicio a esfola
aérea, com o animal pendurado na trilhagem aérea e sua progressdo automatizada
(nora mecanizada), com abertura da barbela até a regido do mento, incisdo
longitudinal da pele do peito até o anus e corte das patas traseiras. Enquanto se
segue a esfola dos membros posteriores na plataforma alta, é realizada a esfola da
cabeca, para facilitar a posterior retirada da pele, seguida da esfola dos membros
dianteiros. Logo em seguida é feita a oclusdo do reto que consiste em separa-lo de
seus ligamentos, envoltura em saco plastico, amarracao e recolocacdo novamente
para dentro da cavidade. Procede-se em seguida a retirada total do couro no rolo e
em seguida é feita a oclusdo da porcao anterior do es6fago que consiste em separa-
lo de suas ligacdes com a traquéia por meio de saca-rolha e em seguida oclusédo
com lacre plastico.

A cabeca é em seguida desarticulada e numerada no céndilo do occipital
com o mesmo numero que foi posto na face articular do carpo ou no atlas e lavada
externa e internamente em lavador proprio para depois ser colocada na noéria de
inspecéao.

Tem inicio a evisceracdo, com abertura das cavidades pélvica e abdominal,
retirada em uma Unica etapa do tubo gastrintestinal (intestino, estdmago, pancreas,
baco e bexiga). Em seguida retira-se o figado e posteriormente os pulmdes e o
coracdo. Todos estes 0rgdos sdo colocados sobre a mesa rolante de inspecédo de
visceras. Todas as visceras retiradas sao depositadas em compartimentos
apropriados nas mesas maveis, para posterior inspecao.

Quando os achados “post-mortem”, encontrados nas linhas de inspecéao,
necessitam de inspecdo detalhada e adocéo de critério de julgamento diferenciado,
0s Orgaos e carcacas acometidos sdo encaminhados ao departamento de inspecao
final - DIF.
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Apbs a evisceracdo as carcacas sao divididas através de serra elétrica em
duas meias carcacgas e submetidas a toalete para remocao dos rins, rabo, gorduras
e medula. Seguem depois para lavagem final através de jatos de agua a
temperatura de 38-40°C e sob pressdo minima de trés atmosferas com o objetivo de
eliminar esquirolas 0sseas decorrentes do processo de serragem, restos de medula
espinhal e excessos de gordura (superficial, externa e interna), codgulos e pélos.
ApoOs o toalete as carcacas sdo carimbadas e encaminhadas para as camaras de

resfriamento até atingirem a temperatura de 0° a mais ou menos 1° centigrado.

3.2 COLETA E PREPARO DE AMOSTRAS

Entre o periodo de abril e julho de 2010 foi realizada colheita periddica (uma a
cada duas ou trés semanas, totalizando cinco visitas a industria) e aleatéria de
amostras superficiais de 25 carcacas bovinas em diferentes etapas do abate e 50
amostras de fezes no matadouro-frigorifico selecionado.

Na sala de matanca da industria, a cada visita, amostras superficiais de cinco
carcacas foram colhidas nas seguintes etapas do abate: A) na calha de sangria, B)
apos esfola, C) ap0s evisceracdo e D) apos lavagem final das meias-carcacas. Em
cada etapa do abate (A, B, C e D) selecionada, cinco carcacas foram amostradas
em quatro pontos distintos e aleatérios, com auxilio de esponjas abrasivas (3M Dry
Sponge, codigo HB004010656) hidratadas com 10 mL de solucéo salina peptonada
— SSP 0,2% (NaCl Dinamica e peptona Inclab) e moldes de 100cm? (10cm x 10cm)
estéreis (papel craft), conforme ilustrado na figura 1 e de acordo com
recomendacdes vigentes na Comunidade Européia (EC, 2007), totalizando 400cm?,
divididos em duas sub-amostras de 200cm?. Cada sub-amostra foi obtida pela
friccdo de uma esponja. Assim, para cada 400cm? obtidos, foram utilizadas 2
esponjas. As mesmas foram acondicionadas em sacos plasticos estéreis e mantidas
sob refrigeracdo até a realizacdo das analises laboratoriais. A figura 1 a seguir

exemplifica os pontos (*) de coleta de amostras nas carcacas:
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lado externo (Pontos A e B) lado interno (Pontos C e D)

lado externo lado interno

*

FIGURA 1. ESQUEMA REPRESENTATIVO DE BOVINOS (PONTOS A e B) E CARCACAS
BOVINAS (PONTOS C e D, LADO EXTERNO E LADO INTERNO), COM |ND|CAQAO DOS PONTOS
(*) ONDE FOI FEITA A COLETA DE AMOSTRAS SUPERFICIAIS EM AREAS DELIMITADAS DE 100
cm? (10cm X 10cm).

De acordo com a etapa de abate, e conforme ilustracdo na Figura 1, as
coletas seguiram o seguinte critério:

- Etapa de abate A (calha de sangria - pele): no animal inteiro foram obtidos
dois pontos de 100 cm? na superficie externa esquerda e dois pontos de 100 cm? na
superficie externa direita — 200cm2 em cada lado, totalizando 400cm2 em cada
carcaca, e assim por diante nos pontos seguintes.

- Etapa de abate B (ap0s a esfola): na carcaca inteira foram obtidos dois
pontos de 100 cm? na superficie externa esquerda e dois pontos de 100 cm? na
superficie externa direita.

- Etapa de abate C (apds serragem das meias-carcacas e evisceragao): nas
meias-carcacas foram obtidos dois pontos de 100 cm? um na superficie externa
esquerda e outro na superficie interna esquerda e dois pontos de 100 cm?, um na
superficie externa direita e outro na superficie interna direita.

- Etapa de abate D (ap0s lavagem final): nas meias-carcagas foram obtidos
dois pontos de 100 cm? um na superficie externa esquerda e outro na superficie
interna esquerda e dois pontos de 100 cm?, um na superficie externa direita e outro
na superficie interna direita.

As coletas de amostras foram realizadas com as mesmas carcagas ao longo

de todos os pontos (A, B, C e D) durante todo o processo de abate.
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Em condi¢des estéreis, cada conjunto de duas esponjas correspondente a
cada um dos quatro pontos no abate (A, B, C e D) foi adicionado de 180mL de SSP
0,2% e submetido a homogeneizacdo por cinco minutos em homogeneizador
peristaltico tipo “Stomacher” para que pudesse ser submetido as analises
microbiologicas propostas. Ao final desse processo, 0 homogeneizado resultante
representou um equivalente de 1mL = 2 cm?.

Todos os homogeneizados obtidos foram submetidos a diluicbes seriadas em
escala decimal, utilizando-se agua peptonada 0,2% (Oxoid), para realizacdo de
analises microbiolégicas dos micro-organismos indicadores, cujos resultados foram
expressos em UFC/cm?. Para a pesquisa dos patégenos foram realizadas anélises
de presenca ou auséncia de cada patégeno, referente aos 400 cm? colhidos. Dessa
forma, os resultados da presenca ou auséncia obtidos em 400 cm? foram expressos
por Presencga ou Auséncia/carcaca.

Amostras de fezes também foram colhidas, em média 30g de cada trato
gastrintestinal, das mesmas cinco carcagas referentes aos swabs superficiais e
outras cinco carcacas adjacentes, totalizando 10 amostras fecais em cada visita. As
fezes foram colhidas diretamente da regido préxima ao ceco a partir das visceras
nas mesas de inspecdo de visceras e miudos com o auxilio de facas esterilizadas
em &gua quente (85°C) e sacos plasticos estéreis, sendo imediatamente
acondicionadas sob refrigeracéo.

No laboratério foram pesadas trés frac6es de 10g de fezes de cada amostra
em sacos estéreis tipo “stomacher’ para cada um dos patégenos investigados: L.
monocytogenes, E. coli 0157:H7 e Salmonella sp., completando-se o volume com
90mL do caldo de enriquecimento referente ao micro-organismo pesquisado

conforme descri¢cao no item 3.3.



41

3.3 ANALISES MICROBIOLOGICAS

3.3.1 Enumeracao de micro-organismos indicadores de higiene

Todas as amostras dos swabs superficiais de carcagcas obtidas foram
submetidas a enumeracéo de aerobios mesofilos, enterobactérias, coliformes a 35°C
e E. coli, e utilizando-se placas de Petriflm™ AC, Petriflm™ CT, Petrifilm™ EB e
Petriflm™ EC, respectivamente. Todas as placas foram incubadas a 35°C por 24-
48h, conforme recomendacédo do fabricante e decorrido o periodo de incubacéo as
colonias formadas foram enumeradas. Os resultados finais foram expressos em
UFC/cmz.

3.3.2 Isolamento de Listeria monocytogenes

Todas as amostras de carcacas e fezes colhidas foram submetidas ao
isolamento de L. monocytogenes conforme a metodologia preconizada pelo
International Organization for Standardization, 1ISO 11.290-1 — Detection method
(ISO, 1996) e ISO 11.290-2 — Enumeration method (ISO, 1998).

Para as fezes foram pesadas 10g das amostras em sacos estéreis de
“stomacher”, adicionados 90mL de Half Fraser suplementado com novobiocina
(Oxoid), homogeneizados em homogeneizador peristaltico e o homogeneizado foi
incubado a 30°C/18-24 horas.

Para as amostras superficiais, depois de completados os volumes para
200mL dos conjuntos de esponjas de carcagas de cada um dos quatro pontos de
abate (A, B, C e D), as mesmas foram homogeneizadas e tiveram aliquotas de
40mL transferidas para tubos conicos que foram submetidos a centrifugacdo em
centrifuga SIGMA a 1000 x g por 15 minutos). Apos a centrifugacéo, foi retirado o
sobrenadante com pipeta graduada estéril. Foi realizada uma nova suspenséo do
sedimento em 10mL de caldo Half Fraser suplementado (Oxoid - Suplemento

SR166E) e incubacao da suspensao por 18-24 horas a 30°C.
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A partir deste ponto, o protocolo analitico utilizado foi idéntico para as
amostras superficiais e de fezes.

A seguir foi realizado o enriquecimento seletivo secundario, transferindo-se
0,1 mL do caldo Half Fraser (inclusive das amostras de fezes) para tubos contendo
10mL de caldo Fraser (Oxoid), com incubacgéo a 35°C por 48 horas. Apos decorrido
o periodo de incubacdo foram plaqueados por esgotamento 0,1mL da solugcédo de
enriqguecimento seletivo secundario no agar Oxford (Oxoid) e 0,1mL no agar Aloa
(Oxoid). Ambos os meios foram incubados por 30° C de 18 a 24h. No agar Oxford
modificado as colbnias de Listeria spp. apresentam coloracdo negra com presenca
de halo também negro, referente a hidrélise da esculina. Depois do periodo de
incubacéo, trés a cinco colonias suspeitas de Listeria spp., de ambos os meios de
cultura, foram transferidas para placas de agar soja tripticase com 0,6% de extrato
de levedura (TSA-YE 0,6%) (TSA - Oxoid, YE — Difco) para purificacdo das col6nias,
com incubacgéo a 37°C por 24horas. Em seguida foi verificada a caracteristica tipica
de Listeria spp. sob luz transmitida a 45° (método de Henry) — colénias com aspecto
de vidro moido e coloracdo azulada seriam submetidas a identificacdo bioquimica,
mas nao foram observadas.

ApoOs confirmacdo da espécie (L. monocytogenes), os isolados seriam
remetidos a identificacdo sorolégica com antissoros sométicos e flagelares,
conforme descrito por Seelinger & Hohne (1979) e Garcia et al. (1990).

Para identificacdo uma colonia caracteristica de cada placa de TSA-YE seria
selecionada e estocada em tubos contendo TSA-YE e submetidas a identificacdo
bioguimica e molecular. A partir dos tubos, seriam realizados os testes bioquimicos
de reagcdo de catalase, fermentacdo de carboidratos, e teste de verificagdo de
hemdlise e outros testes complementares como coloragdo de Gram e teste de
motilidade, conforme Pagotto et al. (2006). Testes cujos resultados fossem
duvidosos seriam confirmados pelo API Listeria (kit - Biomérieux). Todas as provas
seriam realizadas na presenca 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

seriam identificadas conforme combinacao descrita na Tabela 2.
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TABELA 2: Caracteristicas bioquimicas fermentativas / hemoliticas das principais espécies do género

Listeria.
Espécie - Carboidratos - B-Hemolise
Dextrose Xilose Ramnose Manitol

L.monocytogenes +2 - + - +P
L.innocua + - d? - -
L.seeligeri + + - - +
L.ivanovii + + - - +°¢
L.welshimeri + + d - -
L.grayi + - - + -
L.morrayi + - d + -

4 Simbolo padrdo: +, =2 90% positivo; -, 290% negativo; d, 11-89% das cepas s&o positivas.

Nem todas as cepas de L. monocytogenes exibem B-hemdlise - a cepa ATCC 15313 nado e
hemolitica em sangue de cavalo, carneiro e bovino.
¢ Um halo fraco ou miltiplos halos de hemélise usualmente sdo exibidos pelas cepas de L. ivanovii.
FONTE: ADAPTADO DE SEELINGER & HOHNE (1979).

3.3.3 Deteccéo de Escherichia coli O157:H7

Todas as amostras coletadas foram submetidas a metodologia de detec¢éo
descrita pela Food Safety Inspection Service (DEY & LATTUADA, 1998). A
metodologia proposta emprega meios de enriquecimento e isolamento adicionados
de diversas substancias antimicrobianas, que tem a funcdo de inibir o
desenvolvimento da microbiota acompanhante e possiveis interferéncias. Os meios
MacConkey Sorbitol (SMAC - Oxoid), MacConkey Sorbitol Telurito-Cefixime (TC-
SMAC - Oxoid)) e Caldo de Enriguecimento para Escherichia (TSB — Tripticase Soy
Broth  com Novobiocina - Oxoid) foram preparados de acordo com as
recomendacgdes do FDA (2008).

Para as fezes foram pesadas 10g das amostras em sacos estéreis de
“stomacher”, adicionados 90mL de TSB suplementado com novobiocina,
homogeneizados em homogeneizador peristaltico e 0 homogeneizado foi incubado a
42°C/18-24 horas.

Para as amostras superficiais, depois de completados os volumes para
200mL dos conjuntos de esponjas de carcagas de cada um dos quatro pontos de
abate (A, B, C e D) as mesmas foram homogeneizadas e tiveram aliquotas de 40mL
transferidas para tubos conicos que foram submetidos a centrifugacdo em centrifuga
SIGMA a 1000 x g por 15 minutos). Apos a centrifugacdo, foi retirado o

sobrenadante com pipeta graduada estéril. Foi realizada uma nova suspensao do
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sedimento em 10mL de TSB suplementado com Novobiocina e incubagéo a 42°C
por 18 a 24 horas.

Apoés o periodo de incubacédo a suspensdo e o homogeneizado de fezes
foram submetidos a metodologia por separacdo imunomagnética (IMS - kit
Invitrogen): 1mL do caldo de enriquecimento foi transferido para tubos “ependorffs”,
adicionado de 20uL das “Dynabeads” (microesferas metalicas) e submetido a
rotacdo em carrossel por 10 minutos para a maxima aglutinacdo entre antigeno e
anticorpo. Em seguida, os ependorffs foram colocados em estante magnética por 3
minutos onde o sobrenadante foi retirado com micropipeta seguindo-se lavagens
repetidas (trés ou quatro vezes) do sedimento com PBS-TWEEN (Phosphate
Buffered Saline — Tween). Foram adicionados 100 uL de PBS-TWEEN pela dltima
vez e promovida agitacdo para ressuspensdo das esferas metalicas. Uma alcada
desta solucéo foi plaqueada por esgotamento em agar MacConkey Sorbitol (SMAC)
e outra em MacConkey Sorbitol Telurito-Cefexime (TC-SMAC) e incubadas a 41,5°C
por 18 a 24h. Foram selecionadas trés a cinco col6nias tipicas dessas placas
(colbnias transparentes como “gotas de orvalho” - sorbitol negativas),
acondicionadas em tubos contendo TSA (Oxoid) — YE (Difco) 0,6% e posteriormente
enviadas a Universidade Federal de Vicosa (UFV) para identificacdo bioquimica e
molecular das cepas.

3.3.4 Deteccédo de Salmonella sp.

Todas as amostras de carcacas e fezes coletadas foram submetidas ao
isolamento de Salmonella sp. conforme a metodologia ISO 6579 — Detection
method, preconizada pelo International Organization for Standardization (ISO, 2002).

Para as amostras superficiais, apds completados os volumes para 200mL dos
conjuntos de esponjas de carcacas de cada um dos quatro pontos de abate (A, B, C
e D), as mesmas foram homogeneizadas e tiveram aliquotas de 40mL transferidas
para tubos cbnicos que foram submetidos a centrifugacdo em centrifuga SIGMA a
1000 x g por 15 minutos). Apés a centrifugacéo, foi retirado o sobrenadante com
pipeta graduada estéril. Foi realizada uma nova suspensdo do sedimento em 10mL
de APT (Oxoid) e incubacao a 35°C por 18 a 24 horas.
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Para as fezes foram pesadas 10g das amostras em sacos estéreis tipo
“stomacher”, adicionados 90mL de APT, homogeneizados em homogeneizador
peristaltico e o homogeneizado foi incubado a 37°C/18-24 horas.

Em seguida foi realizado o enriquecimento seletivo secundario, transferindo-
se aliquotas de 1mL do meio do pré-enriquecimento (inclusive das amostras de
fezes) para tubos contendo: em um 10mL de caldo tetrationato Muller-Kauffman
(Oxoid) e em outro 0,21mL em caldo Rappaport Vassiliadis Soya (Oxoid). Os dois
caldos foram incubados a 37°C/18-24 horas.

As colbnias tipicas de Salmonella podem ser identificadas pelas
caracteristicas morfolégicas e bioquimicas particulares, apresentadas decorrido o
periodo de incubacédo (colbnias negras puntiformes sem halo mucoéide). Para o
plagueamento seletivo diferencial e identificacdo das colbnias tipicas, foram
utilizados os agares xilose lisina desoxicolato (XLD - Oxoid)) e manitol-lisina-cristal
violeta-bile (MLCB - Oxoid)). De cada meio de enriquecimento seletivo foram
transferidas alcadas pela técnica de esgotamento superficial agares XLD e MLCB,
utilizando-se de uma alca de niquel. As placas foram incubadas a 35-37°C/18-2424
horas.

A identificacdo das colbnias tipicas de Salmonella foi realizada pelas
caracteristicas morfolégicas e bioquimicas particulares, apresentadas decorrido o
periodo de incubacéo (colbénias negras puntiformes sem halo mucéide).

Para fins de identificacdo bioquimica, coldnias tipicas foram repicadas com
ajuda de agulha de niquel em tubos contendo os agares Triple Sugar Iron Agar (TSI
- Oxoid) e Lysine Iron Agar (LIA - Oxoid) que foram incubados a 37°C/24 horas.
Decorrido o periodo de incubacdo, os tubos caracteristicos (LIA — base alcalina,
superficie alcalina, H,S positivo; TSI — base &cida, superficie alcalina, H,S positivo).
Em uma etapa seguinte, as amostras seriam submetidas a sorologia (amostras

positivas ndo foram detectadas).

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente por analise de

variancia (ANOVA) de uma via e teste de comparacdo de médias (Tuckey),



46

utilizando nivel de significancia de 5%. As analises foram realizadas utilizando o
programa MSTAT-C, desenvolvido pela Michigan State University (MSTATC, 1991).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total das 25 amostras analisadas, todas apresentaram resultados
negativos para 0s micro-organismos patogénicos L. monocytogenes e Salmonella
sp. Com relacao a E.coli, 75 coldnias tipicas (sorbitol negativas apds cultivo em agar
SMAC e TCSMAC) foram isoladas em 33 das 50 amostras analisadas (18 amostras
superficiais de carcacas e 15 amostras de fezes), mas apds identificacdo
bioquimica, as cepas foram negativas para E. coli 0157: H7, corroborando com os
resultados obtidos por Chesca et al. (2010). Os autores realizaram um estudo
envolvendo andlises de 120 carcacas de bovinos abatidos para exportacdo e 100%
das amostras foram negativas para L. monocytogenes e E. coli O157:H7, sendo
apenas uma amostra positiva para Salmonella sp. (0,84%). Resultados semelhantes
foram obtidos por Braga (2008), que realizou pesquisa de Salmonella em carcacas
bovinas em um matadouro-frigorifico localizado no municipio de Uberlandia, no
Triangulo Mineiro. Todos os resultados obtidos da analise de 40 carcacas foram
negativos. Os resultados negativos para Listeria provavelmente se devam a
temperatura (ambiente) de coleta, que favoreceu o desenvolvimento de outros
micro-organismos. Os outros resultados ficaram abaixo dos niveis de detecg¢édo da
metodologia utilizada. Fontoura et al. (2006) avaliaram, em um matadouro frigorifico
localizado no interior do Estado de S&o Paulo, sob inspec¢éo federal, a superficie
externa de 80 carcacgas bovinas (coxao, lombo e ponta de agulha) sendo 40 logo
apos a lavagem e 40 apdés 24 horas sob refrigeracdo. Bactérias do género
Salmonella e Listeria ndo foram encontradas em nenhuma das amostras.

Jardim et al. (2006) avaliaram a contaminagdo microbiana do couro e da
superficie de carcacas bovinas, provenientes de animais em diferentes sistemas de
engorda (extensiva em pastagem e intensiva em confinamento). As contagens
médias (Log UFC/cm?2) de aerdbios mesdfilos e anaerdbios facultativos, coliformes a
35°C e E. coli evidenciaram nameros superiores nas amostras provenientes de

bovinos em pastagem, e no caso da pele essas diferencas foram estatisticamente
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significativas. Essa constatacéo foi confirmada pela observagdo de que os animais

de confinamento apresentavam o couro mais limpo, visualmente, no momento do
abate.

Os resultados obtidos na quantificagcdo superficial dos micro-organismos
indicadores (log de UFC/cm?) estao distribuidos entre as Figuras 2 e 5.

Os resultados das analises em Petrifilm® AC para mesdfilos aerébios para as
amostragens de 1 a 25 podem ser visualizados na figura 2:

Log UFCicm?
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FIGURA 2. CONTAGEM DE MESOFILOS AEROBIOS (AC) AO LONGO DOS PONTOS DE COLETA

(A, B, C e D) DURANTE A LINHA DE ABATE DE BOVINOS (LOG UFC/cm?).
FONTE: O AUTOR.

Conforme pode ser observado na Figura 2, e avaliando-se os resultados
individualmente em cada uma das 25 carcacas amostradas, observa-se que houve
reducdo da contaminacao superficial por mesdfilos principalmente ao se comparar
as contagens obtidas entre os pontos de coleta A e D, em maior parte devido a
técnica higiénica do abate e lavagem final das carcacas com agua hiperclorada sob

pressao.. Contudo, entre os pontos C e D, apdés a serragem em meias carcacas /
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evisceragdo e apos a lavagem final, respectivamente, houve manutencdo ou até
mesmo aumento da contaminagao entre estes pontos (Figura 2: carcagas 2, 3, 7-12,
14-17 e 19-25), o que sugere uma contaminacdo cruzada de carcacas. Essa
contaminacgao cruzada pode advir de contato com manipuladores e/ou equipamentos
contaminados. A carcaca numero 12 foi a que apresentou maior contaminagdo no
altimo ponto amostrado (ponto D, apds lavagem final da carcaca), de 2,9 Log
UFC/cm2. De qualquer forma, este resultado ainda € inferior a maioria de outras
pesquisas como as de Hansson (2001), Franca Filho et al. (2006), Nouichi & Hamdi
(2009).

As contagens obtidas nas analises de mesofilos aerdbios (entre 2,3 e 3,4 Log
UFC/cm2 e média de 1,46 Log UFC/cm?) foram inferiores aquelas obtidas por Franca
Filho et al. (2006) que ficaram entre 4,7 e 4,5 Log UFC/cm2. Também foram
inferiores aos valores encontrados por Hansson (2001) de até 4,92 Log UFC/cm2 em
abatedouros de alta capacidade (como o estudado nesta pesquisa) e até 6,88 Log
UFC/cm2 em abatedouros de baixa capacidade (abate de no maximo 20
animais/semana). As contagens de mesofilos aerdbios situaram-se, ainda, em niveis
melhores aos consideraveis aceitaveis pela decisdo 471/2001 da Unido Europeia
(EC, 2001), que considera aceitaveis niveis até 3,5 Log UFC/cmz2.

As contagens obtidas no presente estudo se assemelharam as de Arenas et
al. (2004) entre 1,69 e 3,8 Log UFC/cm? em pesquisa realizada em um pequeno
abatedouro na Venezuela, sendo que as maiores contagens obtidas foram colhidas
proximas a regido anal das carcagas, 0 que pode acarretar em respingos de material
fecal durante o abate. Nouichi & Hamdi (2009), em um abatedouro na Algeria,
encontraram contagens médias de mesofilos aerébios em de 4,48 Log UFC/cm2 em
carcacas bovinas. Os valores encontrados por Jardim, Silva & Ramos (2004), no
Triangulo Mineiro, de 3,72 Log UFC/cm?, também foram semelhantes aos
encontrados no presente estudo (em meédia 2,66 Log UFC/cm?) logo apds a sangria
e maiores apos a lavagem das meias-carcacgas (2,09 Log UFC/cm? dos referidos
autores contra a média de 0,87 Log UFC/cm2 encontradas nesta pesquisa).

Segundo Gill (1998), de uma maneira geral niveis de contaminacdo por
aerdbios mesoéfilos abaixo de 10° UFC/cm? de carcacas bovinas indicam boas
condicbes de higiene durante o abate. Contudo, em niveis acima de 10° UFC/cm?
indicam inicio de processo de deterioracdo, com producdo de odores tipicos e
reducao do “shelflife” (tempo de prateleira). Considerando esse parametro, pode-se
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afirmar que os resultados encontrados na presente pesquisa, cuja média final foi de
1,46 Log UFC/cm? para AC, 0,3 Log UFC/cm? paraEB, 0,23 Log UFC/cm? para CT e

0,21 Log UFC/cmz? para EC, conforme pode ser observado na Tabela 3, estdo de

acordo com os padrbes de qualidade e inocuidade descritos.

Os resultados das andlises de enterobactérias (EB) mostraram mais

claramente a eficiéncia higiénica do processo. Apenas a quarta carcaga amostrada
apresentou contagem diferente de zero (significando niveis ndo detectaveis por este

método de analise), no ponto “C” (apds evisceragao), que foi de 1 Log UFC/cm2 (10
UFC/cm?), conforme apresentado na figura 3, a seguir:

Log UFCicm?
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FIGURA 3. CONTAGEM DE ENTEROBACTERIAS (EB) AO LONGO DOS PONTOS DE COLETA (A,

B, C e D) DURANTE A LINHA DE ABATE DE BOVINOS (LOG UFC/cm?).
FONTE: O AUTOR.

Em média, foi obtida uma contagem de 1,15 Log UFC/cm? de enterobactérias
no ponto A, logo apos a sangria. Com excecédo do ponto C (apds evisceracdo), em
gue a contagem média foi de 0,04 Log UFC/cm2, em nenhum outro ponto foram

obtidas contagens, demonstrando estas serem abaixo do nivel de deteccdo do
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método. As contagens para enterobactéricas ficaram dentro dos padrbes
estabelecidos pela Decisdo 471/2001 da Unido Europeia (EC, 2001), que considera
aceitaveis niveis de até 1,5 Log UFC/cm2 em amostras superficiais de carcacas
bovinas. McEvoy et al. (2004), em uma pesquisa realizada em um abatedouro
Irlandés, encontraram numeros mais elevados, em torno de 2,75 Log UFC/cm? de
contagem de enterobactérias antes da evisceracao e 3,03 Log UFC/cm?2 apés a
lavagem das carcacas.

A contagem média de coliformes a 35°C (CT) esté indicada na Tabela 3. Por
esta tabela, e pela figura 4, observa-se que para este grupo de micro-organismos,
foram obtidas contagens baixas. As coletas no ponto A (animais com pele, na calha
de sangria) apresentaram de 0 a 2,6 Log UFC/cm2 (em média 0,99 Log UFC/cm?)
sendo reduzidas a zero (ndo detectavel) jA no segundo ponto, onde a esfola ja tinha
sido iniciada (Ponto B). Apenas uma das carcacas amostrada apresentou

contaminacdo por CT no segundo ponto de amostragem (1 Log UFC/cm?), na
primeira coleta de amostras (carcaca 5).
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FIGURA 4. CONTAGEM DE COLIFORMES A 35°C (CT) AO LONGO DOS PONTOS DE COLETA (A,
B, C e D) DURANTE A LINHA DE ABATE DE BOVINOS (LOG UFC/cm?).
FONTE:O AUTOR.
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Na carcaca 5 (Figura 4) foi encontrada contagem de CT (2,26 Log UFC/cm?
no ponto A e 1 Log UFC/cm? no ponto B) e contagem de 0,7 Log UFC/cm?2 de
Escherichia coli no ponto C (Figura 5). Nessa mesma carcaga houve uma contagem
de EB inferior ao CT. Essas contagens foram atipicas e inesperadas uma vez que E.
coli pertence ao grupo dos coliformes a 35°C que por sua vez pertencem ao grupo
das enterobactérias (FRANCO & LANDGRAF, 2008). Estes podem estar
relacionados com questdes relativas as técnicas analiticas.

As contagens de coliformes a 35°C (CT) e E. coli (EC) obtidas por Alonso et
al. (2007) antes da esfola ficaram entre 0 e 2,2 Log UFC/cm2, em bovinos de
confinamento. No ponto D (apbés lavagem das meias-carcacas), porém, a
contaminacdo ndo pdde mais ser evidenciada, demonstrando a importancia da
lavagem final das carcacas antes da frigorificacao.

A contagem méaxima obtida, de 2,2 Log UFC/cm2 é bem superior aos 0,65 Log
UFC/cmz obtidos por Jardim et al. (2006) que obteve contagem de CT de 1,27 para
animais a pasto e 0,64 Log UFC/cm2 nos animais em confinamento. Estes autores,
entretanto, observaram uma manutencdo da contaminacao apds a esfola e apés a
lavagem das carcacgas, de 0,4 Log UFC/cm? de CT e EC, tanto para os animais de
confinamento quanto para aqueles a pasto.

Neste estudo, com excecdo das contagens de mesdfilos, apos a esfola
somente as carcacas 4 e 5 apresentaram algum nivel de contaminacéao (Figuras 3, 4
e 5), sendo que foram reduzidas a zero apdés a lavagem das carcacas.

Elder et al. (2000) relatam pesquisa realizada em abatedouros do centro-
oeste americano, onde foram coletadas amostras de varias etapas do
processamento de carcacas bovinas. Os resultados também demonstram a reducgéo
dos percentuais de contaminacdo iniciais apdés o0 processamento, inferindo a
efetividade dos procedimentos sanitarios adotados, semelhantes ao da industria

amostrada nesta pesquisa.
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FIGURA 5. CONTAGEM DE E. coli (EC) AO LONGO DOS PONTOS DE COLETA (A, B, C e D)
DURANTE A LINHA DE ABATE DE BOVINOS (LOG UFC/cm?).
FONTE: O AUTOR.

Os demais pontos de amostragem, subsequentes a retirada da pele (ponto A),
nao apresentaram contaminacdo pelos indicadores pesquisados. As contagens de
E. coli no ponto “A”, segundo a Figura 5, variaram entre 0 e 2,2 Log UFC/cm?, sendo
reduzidas a zero no ultimo ponto amostrado, apos a lavagem final das carcacas.
Schwach (2007) descreveu a avaliagdo da contaminacao por E. coli em dois pontos
distintos, um antes e um depois da implantacdo de um ponto critico de controle —
PCC para contaminacao gastrintestinal de carcacas bovinas antes da lavagem final
das mesmas. O autor encontrou valores em torno de 1,02 Log para o grupo de
carcacas analisadas antes da implantacdo do PCC e 0,26 Log para o grupo posterior
a implantagdo. Os valores encontrados pelo autor, em consonancia com os valores
encontrados neste estudo, comprovam a eficiéncia das medidas de controle da
contaminagcdo (controle de qualidade do processo, adocdo de boas praticas e
sistema HACCP), também adotadas na industria amostrada, para reducdo da
contagem microbiana apos a lavagem final das meias carcacas.
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Apés a realizacdo da andlise de variancia, o teste de Tukey revelou néo
existirem diferencas significativas entre os pontos B, C e D para mesofilos,
enterobactérias, coliformes a 35°C e E. coli, sendo os referidos pontos
significativamente menores que o ponto A (apds a sangria), conforme pode ser

observado na tabela 3:

TABELA 3. Variacdo média dos micro-organismos indicadores (UFC/cm?) nos
pontos amostrados ao longo da linha de abate.
MICRO-ORGANISMO INDICADOR

AC DP CT DP EB DP EC DP
PONTO
A 299" 28 153" 192 182 214 -127° 151
B 1,922 2,21 -0,382 0,30 -0,622 -0,12 -1,702 -0,70
C 1,812 2,26 -1,702 -1,00 -0,112 0,44 -1,402 0,00
D 1,802 2,22 0,00% 0,00 -1,702 -1,00 0,00% 0,00
MEDIA 1,46 0,30 0,23 0,21
(*) Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
AC. Mesofilos aerébios. PONTO A. Na calha de sangria.

FPONTO B. Apds esfola.
FPONTO C. Apds serragem em meias-carcagas/evisceragao.
CT. Coliformes totais. PONTO D. Apds lavagem final.

EC. Escherichia coli.

EB. Enterobactérias.

DP. Desvio padrao.
FONTE: O AUTOR.

E importante salientar que a Unido Européia por meio da Decisdo N°471/2001
(EC, 2001), indica como método ndo destrutivo para a colheita das amostras de
superficies de carcaca, a utilizacdo de esponjas de celulose, que foi o método
adotado na presente pesquisa. Os dados de outros trabalhos, utilizados para
comparacao podem apresentar resultados diferentes em funcdo da aplicacdo de
meétodos diversos para colheita de amostras. Os resultados das contagens de micro-
organismos indicadores demonstraram a eficiéncia higiénica do processo produtivo
de carne bovina na industria estudada, concordando com Fontoura (2006), Schwach
(2007) e Franca Filho et al. (2006), que também comprovaram a eficiéncia das boas
condicBes higiénico-sanitarias de abate sobre a populacédo destes micro-organismos
em carcacas bovinas. No entanto, dentre os quatro grupos estudados, 0s mais

indicados para avaliar a contaminacao durante processo seguem sendo 0 grupo das
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enterobactérias e E. coli, uma vez que a pesquisa destes nos alimentos, segundo
Franco & Landgraf (2008) nos fornece informagdes mais seguras sobre as

condicBes higiénicas ou a presenca de enteropatdogenos.
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5 CONCLUSOES

De acordo com as condicdes observadas nas carcacas analisadas, o
processo tecnologico de abate nesta industria no periodo estudado foi satisfatorio
para a garantia da inocuidade microbiolégica das carcacas bovinas.

A enumeragdo de micro-organismos indicadores ao longo do processo de
abate como forma de monitoramento da contaminacdo € imprescindivel para a
industria de processamento tecnoldgico da carne bovina. Em virtude da maior
contaminagcao encontrada na pele dos animais, a etapa de esfola tem fundamental
importancia para a reducéao significativa encontrada nas carcacas bovinas, uma vez
gue a retirada da pele de forma higiénica garante uma drastica reducdo desta
contaminacdao superficial das carcacas nas etapas seguintes do abate.

A nao deteccdo dos patdgenos L. monocytogenes, Salmonella sp. e E. coli
0157:H7 tanto nas amostras superficiais quanto nas amostras fecais estudadas néo
permite a reducdo dos niveis de alerta e controle rigoroso da qualidade, tanto da
instancia governamental quanto de toda a cadeia produtiva. Ao contrario, a nao
deteccdo de patdégenos no processo produtivo deve servir como estimulo para a
busca constante de novas medidas preventivas, como ferramenta para controle da
maioria das contaminag¢des microbianas dos alimentos.

A utilizacdo de grupos de indicadores mais especificos como os coliformes,
enterobactérias e/ou E. coli mostrou-se boa na caracterizacdo da contaminacao ao
longo do processo de abate, uma vez que a pesquisa destes pode fornecer
informagdes mais concretas sobre a ocorréncia de contaminagbes por fezes,
contaminacgdes cruzadas e presenca de enteropatdgenos, entre outros.

As baixas contagens de micro-organismos indicadores, chegando a niveis
nao detectaveis pelos métodos utilizados, no dltimo ponto de amostragem, apés a
lavagem final das carcacas, reforcam mais uma vez a eficiéncia dos programas de
controle e garantia de qualidade da industria no fornecimento de alimentos in6cuos

ao consumidor.
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