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RESUMO

OLIVEIRA, M. G. Ocorréncia de Listeria spp., Escherichia coli O157:H7 e micro-
organismos indicadores de higiene durante as etapas de abate de bovinos e
no ambiente de processamento de cortes. 2011. 109f. Dissertagao (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Agronomia “Eliseu Maciel’, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

Carnes e derivados carneos estdo frequentemente associados a surtos de DTA,
uma vez que representam excelentes meios para 0 crescimento microbiano,
podendo inclusive, ser facilmente contaminadas durante as etapas de abate dos
animais. Assim, ap0s o abate, a carne passa a apresentar uma microbiota bastante
variavel, jA que que se torna sujeita a contaminacdes provenientes de diferentes
fontes. A forma mais efetiva de garantir que os produtos carneos sejam produzidos
de acordo com padrdes de qualidade e inocuidade é através do monitoramento
constante nas etapas do processo. Nesse contexto, objetivou-se verificar a
ocorréncia e o nivel de contaminacdo de carcacas bovinas em relacdo a Listeria
spp., E. coli O157:H7 e micro-organismos indicadores de higiene em linhas de abate
e em ambiente de processamento dos cortes. A tomada de amostras foi realizada
em dois Frigorificos com distintos niveis de inspecédo, localizados na regido sul do
Rio Grande do Sul. Foram amostradas 60 carcagas, das quais 22 foram coletadas
no Frigorifico A e 38 no Frigorifico B. A amostragem das carcacas foi conduzida
utilizando-se a técnica de esfregago de superficie (Esponjas 3M™), aplicada na
regido do peito do animal, durante o abate em quatro pontos criticos do processo
(ap6s as etapas de sangria, esfola, evisceracdo e lavagem pré-resfriamento). A
amostragem do ambiente de processamento foi realizada somente no Frigorifico B,
onde foram coletadas amostras de facas, mesas, serras e maos dos manipuladores,
bem como, de cortes finais (filé e alcatra). As analises de Listeria spp. e E. coli
0157:H7 foram realizadas conforme metodologia preconizada pelas ISO 11.290-1 e
ISO 16654, com modificacbes. As concentracdes de coliformes totais e E. coli foram
determinadas empregando-se placas de Petriflm™ EC. No Frigorifico A, L. innocua
foi isolada com maior frequéncia na etapa apos a sangria (31,8%), sendo que o
micro-organismo nao foi identificado nas etapas subsequentes da linha de abate.
Ainda que a ocorréncia de Listeria spp. no Frigorifico B, tenha sido menos
expressiva apos a lavagem pré-resfriamento (8,3%) quando comparada com a etapa
de sangria, destaca-se a presenca de L. monocytogenes verificada nesse ponto,
demonstrando a necessidade de reavaliacdo dos processos operacionais. Além
disso, o patdégeno foi isolado nas amostras de mesa e faca antes do inicio das
atividades, e mesa durante as operacdes de corte, despertando grande preocupacao
pela possibilidade de incorporacdo do micro-organismo no produto final. A presenca
de L. innocua verificada na faca e mesa antes de iniciar o processamento, bem
como, nas maos durante as operacOes de corte, demonstra o potencial do
manipulador como carreador de micro-organismos. As etapas na linha de abate e 0
ambiente de processamento, ndo mostraram ser um fator de risco em relagdo a
contaminacgao por E. coli O157:H7, haja vista que o patdgeno nao foi isolado nesses
pontos de amostragem. Considerando os resultados obtidos para 0s micro-
organismos indicadores, observou-se que nos dois estabelecimentos, as
concentracbes meédias verificadas ap0s a etapa de lavagem das carcacas,
denotaram resultados satisfatorios. Observou-se ainda, que as amostras positivas
para L. monocytogenes apresentaram baixas contagens de coliformes totais e E.



coli, inferindo que a reducdo da microbiota competidora favoreceu o
desenvolvimento do patégeno.

Palavras-chaves: Contaminagédo microbiana. Abate de bovinos. Ambiente de
processamento. Cortes finais.



ABSTRACT

OLIVEIRA, M. G.. Occurrence of Listeria spp., E. coli O157: H7 and hygiene
indicating micro-organisms during the phases of cattle slaughter and in the
cutting processing environment. 2011. 109f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias)-
Faculdade de Agronomia “Eliseu Maciel”’, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Meat and meat products are often associated with outbreaks of DTA, since they
represent excellent means for microbial growth and may even be easily
contaminated during the stages of animal slaughter. So, after slaughter, the meat
starts presenting quite a variable microflora, since it becomes subject to
contamination from various sources. The most effective way to ensure that meat
products are produced according to standards of quality and safety is through
constant monitoring in the process steps. In this context, this experiment aimed at
verifying the occurrence and level of contamination of cattle carcasses in relation to
Listeria spp., E. coli O157: H7 and micro-organisms indicators of the hygienic
slaughter line and in the processing environment of the cuts. The taking of samples
was performed in two abattoirs with different levels of inspection, located in southern
Rio Grande do Sul. 60 carcasses were sampled, 22 of which were collected in the
Abattoir A and 38 in the Abattoir B. Sampling of carcasses was conducted using the
technique of surface smearing (Sponges 3M ™), applied on the chest of the animal,
during slaughter in four critical points in the process (after the steps of bleeding,
skinning, gutting and washing pre-cooling). A sampling of the processing
environment was performed only in the Abattoir B, where samples of knives, tables,
saws and handlers, as well as the final cuts (fillet and rump) were collected. The
analysis of Listeria spp. and E. coli O157: H7 were performed according to
methodology recommended by ISO 11290-1 and ISO 16654, with modifications.
Concentrations of total coliform and E. coli were determined employing Petrifilm ™
EC plates. In the Abattoir A, L. innocua was isolated more frequently (31,8%), in the
step after the bloodletting, but the micro-organism was not detected in subsequent
steps of the slaughter line. Although the incidence of Listeria spp. Abattoir in B, was
less pronounced after pre-cooling washing (8.3%) when compared with the step of
bleeding, the presence of L. monocytogenes observed in this step is highlighted,
demonstrating the need for reassessment of operational processes. Moreover, the
pathogen was isolated in samples of table and knife before the start of the activities,
and the table during cutting operations, arousing great concern about the possibility
of incorporating the micro-organism in the final product. The presence of L. innocua
found in the knife and the table before starting the processing, as well as in the
hands during cutting operations, demonstrates the potential of the handler as a
carrier of micro-organisms. The steps in the slaughter line and the processing
environment, did not seem to be a risk factor concerning contamination by E. coli
0O157: H7, considering that the pathogen was not isolated in these sampling points.
Considering the results obtained for the indicating micro-organisms, it was observed
that in the two establishments, the average concentrations observed after the
washing of carcasses, represented satisfactory results. We also observed that the
positive samples for L. monocytogenes showed low amounts of coliform and E. coli,
implying that the reduction of competing microflora favored the development of the
pathogen.

Keywords: Contamination. Cattle slaughtering. Processing environment. Final cuts.
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INTRODUCAO

Os principais alimentos associados a surtos e casos esporadicos de Doencas
Transmitidas por Alimentos (DTA) sdo as carnes e seus derivados (RHOADES;
DUFFY; KOUTSOUMANIS, 2009) porque representam excelentes meios para o
crescimento microbiano, devido a variedade de nutrientes, a alta atividade de 4gua e
a baixa acidez (ICMSF, 2005). Aléem disso, a carne pode ser facilmente contaminada
durante as etapas de abate dos animais (AMSON; HARACEMIV; MASSON, 2006).

Essa contaminacdo pode ocorrer em todas as operagbes de abate,
armazenamento e distribuicdo, e sua intensidade depende da eficiéncia das medidas
higiénicas adotadas (FILHO et al., 2006). Assim como a sangria, a esfola constitui
um ponto critico do abate (PRATA, 2009), tendo em vista as possibilidades de
contaminacgao da superficie das carcacas a partir de micro-organismos presentes na
pele, pélos e cascos dos animais (FONTOURA, 2006). Aliado a isso, 0s micro-
organismos podem contaminar a carcaca durante a evisceracao, devido ao contato
com conteudo gastrintestinal e a contaminacdo oral esofasica (BORCH,;
NESBAKKEN; CHRISTENSEN, 2006; JARDIM et al. 2006) e também, através de
utensilios utilizados no abate, mados e roupas de operarios, agua utilizada para
lavagem e equipamentos presentes na linha de processamento (ROCA, 2004,
BARROS et al., 2004; FERRONATO, 2010).

A Organizacdo Mundial do Comércio, através do Acordo Sanitario e
Fitossanitario, e a Organizacdo Mundial da Saude, em 1995, passaram a
recomendar a aplicacdo de uma nova ferramenta para avaliar o impacto dos micro-
organismos contaminantes de alimentos na salude da populacdo, chamada Analise
de Risco (CODEX ALIMENTARIUS, 1999). Por analisar os riscos desde a obtencao
da matéria-prima até o consumo, essa ferramenta permite identificar os pontos
criticos dos quais s@o necessarias informacdes constantes, fornecendo subsidios
necessarios para a organizacado das estratégias de gestdo, ou seja, das medidas
necessarias para controlar e reduzir os riscos associados a um alimento especifico
(SANTANA; FRANCO, 2009).

Nesse sentido, os sistemas de controle de qualidade utilizados na producéo
de carne bovina levam em consideracgéo diferentes parametros microbiologicos a fim
de se verificar a qualidade e inocuidade final dos produtos obtidos. Varios micro-

organismos indicadores sdo utilizados para esse fim, como os aerobios mesoéfilos e



17

coliformes. A Comunidade Européia, por exemplo, determina a enumeracdo de
aerobios mesofilos e enterobactérias, além de pesquisa de Salmonella spp., em
carcacas bovinas como medidas de verificacdo da qualidade microbiolégica do
processo de abate (Comission Regulation - EC, 2007).

As bactérias do grupo coliformes, principalmente Escherichia coli, sdo em
geral, associados a contaminagdo por matéria fecal e sugerem a presenca de
patdgenos de origem entérica (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005). Contudo, apesar
de alguns micro-organismos indicadores sugerirem a presenca de certos perigos
microbiolégicos, a pesquisa efetiva de determinados patégenos € fundamental para
a garantia da seguranca de produtos carneos, e exigéncia de muitos mercados
consumidores, principalmente externos.

Com relacdo aos produtos carneos ha consenso internacional de que os
patdgenos de maior relevancia sdo Listeria monocytogenes, Salmonella spp.,
Campylobacter spp. e E. coli produtoras da toxina de Shiga (ICMSF, 2005; COSTA,
2010; SOFOS; GEORNARAS, 2010).

Entre os mais importantes micro-organismos causadores de infeccdes
alimentares, destaca-se L. monocytogenes. O micro-organismo € o agente etiolégico
da listeriose, doenca grave que possui elevada taxa de letalidade (entre 20% - 30%)
(MANTILLA et al., 2007) e que afeta preferencialmente, individuos suscetiveis como
mulheres gravidas, recém-nascidos e pessoas com o0 sistema imunologico
debilitado, incluindo idosos (COSSART; TOLEDO-ARANA, 2008; JIANG et al.,
2008).

E. coli produtoras de toxina de Shiga (STEC) sdo reconhecidas como um
importante grupo de patégenos emergentes e tornam-se um grande desafio a saude
publica, por causarem severas DTA (GARVEY et al.,, 2009; SANCHEZ et al.,
2010a). Dentre as STEC destaca-se o sorotipo O157:H7 que tem sido associado a
surtos e casos esporadicos de colite hemorragica e Sindrome Urémica Hemolitica
(SUH) (ERICKSON; DOYLE, 2007; GARVEY et al., 2009).

Dada a importancia que a carne apresenta na alimentacdo humana, associada
a necessidade de oferecer um alimento inGcuo, a investigacdo e caracterizacao de
E. coli O157:H7, L. monocytogenes, além da utilizacdo de micro-organismos
indicadores, em carnes e derivados carneos, é relevante (NALERIO et al., 2009;
FERRONATTO, 2010; ETCHEVERRIA et al., 2010; SASAKI et al., 2010;
PRENDERGAST et al., 2011).
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Portanto, estudos epidemiolégicos que identifiquem com precisdo a origem da
contaminacgao de cepas potencialmente patogénicas, sdo fundamentais para garantir
a qualidade e seguranca microbioldgica de produtos carneos. A partir desses dados
€ possivel propor medidas de controle e eliminacdo desses patdgenos em pontos
especificos da linha de abate e processamento, garantindo dessa forma a qualidade
e inocuidade dos produtos carneos finais.



OBJETIVOS

1. Objetivo geral

Verificar a ocorréncia e o nivel de contaminacdo de carcacas bovinas em relacao
a Listeria spp., E. coli O157:H7 e micro-organismos indicadores de higiene em linhas

de abate e em ambiente de processamento dos cortes.

2. Objetivos especificos

Avaliar a influéncia das etapas de sangria, esfola, evisceracdo e lavagem pré-
resfriamento, na contaminacdo das carcacas bovinas em relacdo a presenca de
Listeria spp., E. coli O157:H7 e micro-organismos indicadores de higiene, em dois

Frigorificos com distintos niveis de inspec¢éao;

Verificar a ocorréncia de Listeria spp., E. coli O157:H7 e micro-organismos
indicadores de higiene, no ambiente de processamento dos cortes no Firgorifico de
Inspecao Estadual (Frigorifico B), avaliando o papel desses pontos como potenciais
fontes de contaminacédo do produto final (filé e alcatra);

Avaliar a relacdo entre a presenca de Listeria spp. e E coli O157:H7 com a
contagem de micro-organismos indicadores de higiene (coliformes totais e E. coli)

nas carcacgas bovinas, ambiente de processamento e cortes finais (filé e alcatra).



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Contaminacéo da carne bovina

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) constituem um grande problema
de saude publica, tanto no Brasil como nos demais paises, sendo responsaveis por
elevados custos econdmicos e sociais (WELKER et al., 2010). Entre as causas mais
frequentes de contaminacdo, destacam-se a manipulacdo e a conservacgao
inadequadas dos alimentos, além da contaminag¢do cruzada entre produtos crus e
processados (MURMANN et al. 2008; GREIG; RAVEL, 2009).

Os principais alimentos associados a surtos e casos esporadicos de DTA séo
as carnes e seus derivados (HUGHES; GILLESPIE; O’'BRIEN, 2007; RHOADES;
DUFFY; KOUTSOUMANIS, 2009). Segundo Welker et al. (2010), 36% dos surtos
ocorridos no Rio Grande do Sul entre 2006 e 2007, decorreram da ingestdo de
produtos carneos contaminados, seguidos de pratos preparados (20%) e saladas
(15%). O autor verificou ainda, que entre 0s produtos carneos, 0S principais
alimentos envolvidos foram carne bovina (39%), carne de frango (30%) e embutidos
(17%). Carne suina e pescados representaram juntos, 14% das amostras
contaminadas.

O desenvolvimento e 0 avanco tecnoldgico na producéo e industrializacao de
carnes e produtos carneos, resultaram em melhorias consideraveis nas condi¢fes
higiénicas encontradas nestes alimentos. Contudo, apesar de inlmeros avancos, as
doencas de origem alimentar continuam ocorrendo (CALLAWAY et al.,, 2008).
Produtos carneos estdo frequentemente associados a surtos de dta, uma vez que
representam excelentes meios para o crescimento microbiano, devido a variedade
de nutrientes, a alta atividade de agua e a baixa acidez (ICMSF, 2005). Além disso,
a carne pode ser facilmente contaminada durante as etapas de abate dos animais
(AMSON; HARACEMIV; MASSON, 2006).

No Brasil, segundo dados do Sistema de Vigilancia Epidemiologica, no
periodo de 1999 a 2008, de um total de 3.984 surtos investigados, 12% estiveram
associados ao consumo de carnes vermelhas (BRASIL, 2010). Recentemente, o
trabalho de Greig e Ravel (2009) também apontou que alimentos com varios

ingredientes, como por exemplo, ovos e carne foram os mais envolvidos em DTA.
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O tecido muscular de animais sadios é considerado, em situac6es normais,
estéril, isento de qualquer micro-organismo. Apds o abate a carne passa a
apresentar uma microbiota bastante variavel, uma vez que pode se tornar sujeita a
contaminacgdes provenientes de diferentes fontes (GILL, 1998; BORCH; ARINDER,
2002).

Essa contaminacdo pode ocorrer em todas as operagcdes de abate,
armazenamento e distribuicdo, e sua intensidade depende da eficiéncia das medidas
higiénicas adotadas (FILHO et al., 2006). Segundo Roca (2004), um dos
contaminantes potenciais da carne é o contato da carcaga com o0 conteudo
gastrintestinal decorrente de falhas nos processos operacionais.

Assim como a sangria, a esfola constitui um ponto critico do abate (PRATA,
2009), tendo em vista as possibilidades de contaminacao da superficie das carcacas
a partir de micro-organismos presentes na pele, pélos e cascos dos animais
(FONTOURA, 2006). Segundo Varela-Hernandez et al. (2007), o contato da carcaca
com o couro do animal reveste-se de uma fonte potencial de contaminacdes. Gill
(2004) observou que a lavagem dos animais antes do abate reduz
consideravelmente a carga microbiana inicial presente no couro.

De acordo com Bosilevac et al. (2009), as taxas de contaminacdo das
carcacas, ap0s a esfola, estdo diretamente relacionadas com os niveis de
contaminag¢do que entram no abatedouro, evidenciando que o ambiente dos currais
de espera também estéo relacionados com a carga de bactérias presentes no couro
(ARTHUR at al., 2008).

Durante a evisceracdo e a inspe¢ao post-mortem, pode ocorrer disseminagao
de bactérias para carcacas e visceras devido as incisfes praticadas. Micro-
organismos podem contaminar a carcaca durante a evisceracao devido ao contato
com conteldo gastrintestinal e a contaminacdo oral esofasica (BORCH,;
NESBAKKEN; CHRISTENSEN, 2006; JARDIM et al., 2006). Considerando que as
fezes sdo as principais fontes de contaminacdo que podem atingir a carcaga por
deposicdo direta, e até mesmo por contato indireto (BORCH; ARINDER, 2002),
torna-se necessaria a adocdo de praticas higiénico-sanitarias e cuidados
tecnolégicos, visando nao perfurar o tubo gastrintestinal.

Pesquisas evidenciam ainda, que a contaminagdo pode ocorrer, através de
utensilios utilizados no abate, maos e roupas de operdarios, agua utilizada para

lavagem e equipamentos presentes na linha de processamento (ROCA, 2004,
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BARROS et al.,, 2004, FERRONATO, 2010). Portanto, a forma mais efetiva de
garantir que os produtos carneos sejam produzidos de acordo com padrées de
qualidade e inocuidade € através do monitoramento constante nas etapas do
processo (PARDI et al., 2006).

2. Avaliacdo de Risco Microbioldgico

A Organizacdo Mundial do Comércio, através do Acordo Sanitario e
Fitossanitario, e a Organizacdo Mundial da Saude, em 1995, passaram a
recomendar a aplicagdo de uma nova ferramenta para avaliar o impacto dos micro-
organismos contaminantes de alimentos na salude da populacdo, chamada Analise
de Risco (CODEX ALIMENTARIUS, 1999). Segundo esse Acordo, o Codex
Alimentarius passou a ser o forum encarregado de fornecer os subsidios
necessarios para que as avaliacdes de riscos assegurem praticas equitativas no
comeércio regional e internacional de alimentos.

No contexto atual, a avaliacdo de risco € uma ferramenta objetiva que visa
ajustar as regulamentacdes de higiene e seguranca dos alimentos, e determinar a
efetividade das praticas de gestdo dos riscos adotadas (SANTANA; FRANCO,
2009). Segundo os autores, o desenvolvimento e a melhor aplicagdo da analise de
risco, resultam na adocao de medidas de controle dos perigos baseadas em critérios
praticaveis, impactando positivamente na reducdo de problemas relacionados a
inocuidade dos alimentos devido aos micro-organismos patogénicos.

Segundo a defini¢do classica do Codex Alimentarius, uma analise de risco é
composta por trés componentes: avaliacdo do risco, gestao do risco e comunicacao
do risco (Fig. 1). Através de uma Analise de Risco, identifica-se um problema, avalia-
se sua gravidade, consideram-se as alternativas de gestao possiveis, seleciona(m)-
se a(s) alternativa(s) mais adequada(s), implementa(m)-se essa(s) alternativa(s) de

gestao e avalia-se seu impacto na solucao do problema (DENNIS et al., 2008).
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Gestéo
do risco

Avaliacéo
do risco

Comunicagao
do risco

Figura 1 - Estrutura de uma Andlise de Risco (CODEX ALIMENTARIUS, 1999).

Embora cada componente da analise de risco tenha objetivos distintos, as
atividades séo integradas, com a participacdo de todos os envolvidos no processo,
sendo um processo sistematico e transparente (WHITING; BUCHANAN, 2008).

Por analisar os riscos desde a obtencdo da matéria-prima até o consumo,
essa ferramenta permite identificar os pontos criticos dos quais sdo necessérias
informacdes constantes, fornecendo subsidios necessarios para a organizacao das
estratégias de gestdo, ou seja, das medidas necessarias para controlar e reduzir 0s
riscos associados a um alimento especifico (SANTANA; FRANCO, 2009).

Na maioria dos paises, inclusive no Brasil, avaliacdes de risco séo dificeis de
serem realizadas devido as inUmeras lacunas, com destaque para a fragilidade dos
dados epidemiolégicos sobre a prevaléncia e caracteristicas das enfermidades
transmitidas pelos alimentos no pais. Soma-se a essa deficiéncia, a insuficiéncia de
dados quantitativos a respeito da prevaléncia dos micro-organismos patogénicos de
relevancia na cadeia produtiva de alimentos, bem como, de dados sobre as
caracteristicas de viruléncia desses micro-organismos e seu comportamento nos
alimentos durante armazenamento, transporte, distribuicdo, comercializacdo e
preparo para consumo. Um desafio adicional é o falta de conhecimento dos
conceitos basicos de uma avaliacédo de risco, fato que se explica pela novidade do
tema para o pais.
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3. Micro-organismos de relevancia na carne bovina

Os sistemas de controle de qualidade utilizados na producédo de carne bovina
levam em consideracao diferentes parametros microbiologicos, a fim de verificar a
qualidade e inocuidade final dos produtos obtidos. A Comunidade Européia, por
exemplo, determina a enumeracgdo de aerdbios mesdfilos e enterobactérias, além de
pesquisa de Salmonella spp. em carcacas bovinas, como medidas de verificacdo da
qualidade microbiolégica do processo de abate (COMISSION REGULATION - EC,
2007).

A inocuidade e a qualidade de produtos carneos podem ser estimadas
através da pesquisa de diversos micro-organismos indicadores, como 0s aerobios
mesofilos e coliformes. Coliformes, representados principalmente Escherichia coli,
geralmente sdo associados a contaminacé@o por matéria fecal e sugerem a presenca
de patdégenos de origem entérica (JAY et al.,, 2005). Segundo a legislacao
americana, a pesquisa de E. coli em carcagas bovinas é obrigatéria a fim de se
controlar a contaminacédo por patégenos (USDA, 1996).

Apesar de alguns micro-organismos indicadores sugerirem a presenca de
certos perigos microbioldgicos, a pesquisa efetiva de patdgenos é fundamental para
a garantia da seguranca de produtos carneos. Assim, micro-organismos
frequentemente associados a carne bovina devem ser pesquisados e controlados na
linha de abate e processamento.

Com relacdo aos produtos carneos ha consenso internacional que o0s
patdgenos de maior relevancia sdo Listeria monocytogenes, Salmonella spp.,
Campylobacter spp. e E. coli produtoras da toxina de Shiga (ICMSF, 2005; COSTA,
2010; SOFOS; GEORNARAS, 2010). Inimeras pesquisas sao realizadas a fim de
investigar a presencga desses micro-organismos em carcacgas durante o abate, cortes
finais e derivados carneos (MENGESHA et al., 2009; MORAN; SCATES; MADDEN,
2009; PRATA, 2009; FERRONATO, 2010; SOFOS; GEORNARAS, 2010; MARTINS;
GERMANO, 2011; OSAILI; ALABOUDI; NESIAR, 2011; PRENDERGAST et al.,
2011).
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3.1 Listeria spp.

3.1.1 Classificacao

Ao considerar o género Listeria, seis espécies eram amplamente conhecidas:
L. monoytogenes, L. inoccua, L. seeligeri, L. weishimeri, L. ivanovii e L. grayi
(TORRES et al., 2005; ROCOURT; BUCHRIESER, 2007). Contudo, estudos
recentes apontaram a existéncia de duas novas espécies, L. rocourtiae e L. marthii
(LECLERCQ et al.,, 2009; GRAVES et al.,, 2010). Entre as espécies de Listeria,
apenas duas sao reconhecidamente patogénicas: L. monocytogenes, que pode
infectar uma variedade de espécies animais (incluindo o homem) e L. ivanovii, com
patogenicidade restrita a outros mamiferos (BUCHRIESER, 2007). L. seeligeri é
avirulenta e as demais espécies sao consideradas saprofitas (GOPAL et al., 2010).

Ainda que Listeria innocua seja considerada uma bactéria ndo-patogénica,
sua presenca nao deve ser subestimada, haja vista que a presenca de qualquer
espécie de Listeria nos alimentos e superficies envolvidas em seu processamento, é
uma indicacdo da possivel presenca de L. monocytogenes (BARBALHO, 2002;
KASNOWSKI, 2004). Outro fato que merece destaque € que em 2003, na Franca, foi
relatada a morte de uma idosa de 62 anos de idade devido a complicacdes
ocasionadas por bacteremia por L. innocua (PERRIN; BEMER; DELAMARE, 2003),
denotando uma situacdo de alerta em relacdo a essa espécie considerada néo-
patogénica.

As cepas de L. monocytogenes sdo sorotipadas de acordo com a variedade
de seus antigenos somatico e flagelar. Dos 13 sorotipos conhecidos, trés (1/2a, 1/2b
e 4b) tém sido relacionados a 90% dos surtos e casos esporadicos de listeriose
(CABRITA et al., 2004), sendo as cepas do sorotipo 4b mais comumente isoladas
em surtos (VASILEV et al.,, 2009), e cepas dos sorotipos 1/2a e 1/2b em casos
esporadicos (LIANOU et al., 2006).

O patdgeno se classifica ainda, em 4 linhagens evolutivas (I, II, lll e IV) (ORSI;
BAKKER; WIEDMANN, 2011), sendo as linhagens | e II, frequentemente associadas
a cepas isoladas de alimentos e ambientes de processamento (LOMONACO et al.,
2009; MELONI et al., 2009; CHEN et al., 2010). Cepas da linhagem IIl raramente
tém sido isoladas de alimentos (SAUDERS et al., 2009). Estudos demonstraram

ainda, que a Linhagem | é composta pelos sorotipos 1/2a, 3a 1/2c e 3c, a Linhagem
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Il por 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e e 7 e a linhagem Il pelos sorotipos 4a e 4c (DOUMITH et
al. 2004; NIGHTINGALE; WINDHAM; WIEDMANN, 2005).

3.1.2 Caracteristicas

Listeria spp. sdo bactérias gram positivas, anaerobias facultativas, nao
formadoras de esporos, que possuem notavel habilidade de se multiplicar e
sobreviver em ambientes diversos. S&o intracelulares facultativas, que podem
invadir e replicar-se em macréfagos e células epiteliais (DUSSURGET; PIZZARO-
CERDA; COSSART, 2004).

Os micro-organismos que pertencem a esse género, apresentam flagelos
peritriquios, responsaveis pelos movimentos celulares rotatorios ou de tombamento,
exibindo turvacéo caracteristica na forma de guarda-chuva quando incubados a 20-
25°C em agar semi-solido, sendo imoveis a 37°C (CRUZ; MARTINEZ; DESTRO,
2008). Listeria spp. sobrevive em uma ampla faixa de pH (4,3 a 9,4) e em alimentos
com atividade de &gua relativamente baixa (BELL; KYRIAKIDES, 2005; CRUZ;
MARTINEZ; DESTRO, 2008).). Outro fator relevante a sua sobrevivéncia é a
capacidade de adaptacdo a ambientes com altas concentrac6es de NaCl (até 20%)
e bile (10 a 40%) (JAY, 2005).

A temperatura 6tima para o crescimento desses micro-organismos oscila
entre 30 e 37°C (AUTIO et al., 2003), embora seu desenvolvimento possa ocorrer
em temperaturas que variam entre -0,4 e 45°C (BELL; KYRIAKIDES, 2005). Esta é
uma caracteristica particular de Listeria spp., no que se refere a manipulacdo de
alimentos, pois pode se multiplicar em temperaturas de refrigeracdo (4°C a 10°C),
normalmente utilizadas para o controle de patdbgenos em alimentos (BORTOLUSSI,
2008).

Dentre as espécies de Listeria, L. monocytogenes merece destaque por suas
caracteristicas peculiares e por ser patogénica para humanos. Além de resistir a
muitas etapas de processamento na industria de alimentos, L. monocytogenes
possui a capacidade de colonizar superficies com consequente formacdo de
biofimes (ADRIAO et al., 2008), podendo tornar-se endémica em plantas de
processamento. A formacgéo de biofilme gera problemas a industria alimenticia uma
vez que eles mostram maior resisténcia frente ao uso de sanitizantes, dificultando os

processos de higienizacdo (SOFOS, 2009), e representando, portanto, uma fonte
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potencial de contaminacbes (DI BONAVENTURA et al., 2008; OLIVEIRA et al.,
2010).
As caracteristicas bioquimicas e fenotipicas das bactérias do género Listeria

podem ser observadas analisando a tab. 1, a qual foi adaptada de Holt et al. (1994).

Tabela 1- Caracteristicas fenotipicas e bioquimicas utilizadas na discriminacéo de Listeria spp.

Testes L. L. L. L. L.
monocytogenes seeligeri ivanovii innocua welshimeri

Catalase + + + + +

Motilidade + + + +
B-hemdlise + + + - -
Fermentacéo:

Dextrose + + + + +
Manitol - - - - -
Xilose - + + - +

Ramnose + - - vV \V/

V = Variavel
- = Negativo
+ = Positivo

3.1.3 Listeria monocytogenes e listeriose

Entre os mais importantes micro-organismos causadores de infeccdes
alimentares, destaca-se L. monocytogenes a qual é o agente etiolégico da listeriose,
doenca grave que possui elevada taxa de letalidade (entre 20% - 30%) (MANTILLA
et al., 2007). Devido a esse alto indice, a listeriose encontra-se em segundo lugar no
ranking das causas mais frequentes de morte por consumo de alimentos
contaminados (VAILLANT et al., 2005).

Antes dos anos 80, a listeriose era uma enfermidade associada
exclusivamente a animais, provocando abortos e encefalite em ovinos e bovinos. No
entanto, evidéncias indicam que a listeriose veterinaria era, na verdade, uma doenca

de origem alimentar, devido ao consumo de silagem contaminada, com posterior
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disseminagéo do agente através das fezes e material proveniente de aborto. Como
consequéncia, a bactéria distribuiu-se no ambiente, tornou-se hébil em sobreviver
por longos periodos sob condicbes adversas e de se desenvolver a baixas
temperaturas (INSTITUTE OF FOOD TECHNOLOGISTS, 2004).

Segundo dados disponiveis pelo CDC (2010), L. monocytogenes provoca em
média, 2.500 casos de listeriose por ano nos Estados Unidos, afetando
normalmente, individuos suscetiveis como mulheres gravidas, recém-nascidos e
individuos com o sistema imunolégico debilitado, incluindo idosos (MEAD et al.,
1999; COSSART; TOLEDO-ARANA, 2008; JIANG et al., 2008). Curiosamente, na
Europa, a incidéncia de listeriose parece ter aumentado desde 2000, sendo
individuos com mais de 65 anos 0s maiores envolvidos em casos da doenca
(ALLERBERGER; WAGNER, 2010).

Devido a alta letalidade, a listeriose esta entre as mais frequentes causas de
Obito por DTA nos paises da Unido Européia (JEMMI; STEPHAN, 2006), sendo que
recentemente, a incidéncia de casos esporadicos ressurgiu na Europa (CAIRNS;
PAYNE, 2009; KVISTHOLM et al.,, 2010). Na Franca a incidéncia passou de 3,5
casos por milhdo de pessoas no periodo de 2001 a 2005, para 4,6 casos por milhdo
em 2006 e 5,6 casos por milhdo em 2007 (GOULET et al., 2008).

Esta doenca é responsavel por infeccbes oportunistas, infectando,
preferencialmente, mulheres gravidas, recém-nascidos e individuos com o sistema
imunologico debilitado, incluindo idosos (COSSART; TOLEDO-ARANA, 2008;
JALALI; ABEDI, 2008). Segundo PAINTER e SLUTSKER (2007), individuos
saudaveis sdo altamente resistentes a infeccdo por L. monocytogenes, porém,
podem apresentar sintomas como febre, diarréia, sonoléncia e fadiga.

O consumo de alimentos contaminados é a principal rota de infec¢éo por L.
monocytogenes para humanos (RAMASWAMY et al., 2007). Contudo, ela pode ser
transmitida ainda, pelo contato direto com animais infectados, sendo essa via de
transmissdo, considerada rara. Outra forma de transmissdo € através da
contaminacgao cruzada durante o periodo neonatal (COLODNER et al., 2003).

Os alimentos mais frequentemente implicados em surtos ou casos de
listeriose sé@o leite e derivados, pescados, produtos prontos para 0 consumo,
vegetais, carnes e derivados. No Brasil ainda ndo existem relatos de surtos de
listeriose humana associada ao consumo de alimentos contaminados (CRUZ et al.,

2008), no entanto, L. monocytogenes tem sido isolada de uma ampla variedade de
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alimentos (CHIARINI, 2007; NALERIO et al., 2009; VON LAER et al., 2009;
MARTINS; GERMANO, 2011). Segundo Germano e Germano (2008), isso pode
estar relacionado com a subnotificacdo de DTA ou a dificuldade encontrada no

diagnéstico, decorrentes do extenso periodo de incubacédo da doenca (até 90 dias).

3.1.4 Habitat e transmissao

As bactérias pertencentes ao género Listeria possuem a caracteristica de
serem muito difundidas na natureza podendo ser isoladas do solo, agua, vegetais
em decomposicao e em alguns casos, como integrante da microbiota fecal de muitos
mamiferos, incluindo humanos adultos saudaveis (ABRAM et al., 2008).

Os animais podem carrear L. monocytogenes assintomaticamente e, assim,
dissemina-la para os alimentos de origem animal, tais como carne e leite (CDC,
2005). Entre os animais de producgdo, provavelmente os ruminantes sejam a chave
para a manutencdo de Listeria spp. no ambiente rural, através de um continuo ciclo
fecal-oral (VASQUEZ-BOLAND et al., 2001).

O solo, adubado com fezes de animais, também representa elevado risco de
disseminacdo de L. monocytogenes para a cadeia alimentar. Como exemplo pode-
se citar o primeiro surto de listeriose humana veiculado por alimentos, o qual foi
desencadeado através do consumo de coleslaw (produto fermentado de repolho)
contaminado por L. monocytogenes. A plantacédo de repolhos em questéo tinha sido
adubada com fezes de ovinos com histérico da doenca (IVANEK; GROHN;
WIEDMANN, 2006).

A silagem utilizada na alimentacédo de bovinos, pode ser uma fonte potencial
de L. monocytogenes (KALAC, 2011), a qual pode contaminar consequentemente, 0
leite secretado pelos animais. Conforme relatado por Mohammed et al. (2009), a
prevaléncia desse micro-organismo nas silagens em fazendas de Nova York, foi de
30%. Em pesquisa conduzida por Schocken-lturrino et al. (2005) no Brasil, a
presenca de Listeria spp. foi observada em 65,6% das amostras de silagem no
momento da abertura dos silos e, destas, 10% foram positivas para L.
monocytogenes.

A contaminacdo de alimentos pelo patdgeno € de dificil controle, tendo em
vista sua ubiquidade e suas caracteristicas fisioldégicas, as quais permitem seu

desenvolvimento sob condicfes usualmente desfavoraveis para outras bactérias
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patogénicas (UHITIL et al., 2004). De acordo com lvanek, Grohn e Wiedmann
(2006), a ecologia e a transmissdo de L. monocytogenes € muito complexa, desse
modo, o conceito de prevencao da infec¢cdo nos diversos hospedeiros, inclusive no
homem, esta mudando. Esses autores sugerem um modelo de transmissdo desse

micro-organismo entre hospedeiros e habitats, o qual pode ser visualizado na Fig. 2.

ANIMAIS
— Animais Domeésticos
Animais selvagens Ruminantes
- . . Inan
(incluindo peixes) J Domésticos ‘
/‘"
> \
-~
Plantas de
Processamento

Silagem

¥

Ambiente
(agua, solo e vegetagao)

Figura 2 — Representagdo esquematica da transmissao de L. monocytogenes entre habitat e
hospedeiros
Fonte: lvanek, Grohn & Wiedmann (2006)

3.2 Escherichia coli

O género Escherichia pertence a Familia Enterobacteriaceae e é encontrado
como parte da microbiota intestinal de animais de sangue quente. Compreende as
espécies E. coli, E. blattea, E. fergusonii, E. hemanii e E. vulneris (HOLT et al., 1994)
sendo E. coli, a espécie de maior importancia em microbiologia de alimentos (BOPP
et al., 2003).

E. coli sdo bacilos de 1,1 — 1,5 um x 2,0 — 6,0 um, anaerobios facultativos, cuja
temperatura ideal para desenvolvimento é de 37°C. Podem apresentar motilidade
através de flagelos peritriquios, sdo capazes de metabolizar glicose e outros
carboidratos com formacdo de &acido e gas, tanto em aerobiose como em

anaerobiose; ndo produzem oxidase, mas produzem catalase (HOLT et al., 1994).
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E. coli € o mais importante componente da microbiota intestinal de humanos e
outros mamiferos, exercendo papel importante na manutencdo da sua fisiologia
(BELL, 2002). H4 uma grande diversidade de cepas de E. coli comensais, que sao
constantemente excretadas no ambiente, podendo contaminar alimentos de origem
animal ou vegetal, assim como superficies e aguas de recreagdo, geralmente sem
nenhum efeito adverso a saude humana (KUHNERT; BOERLIN; FREY, 2000).
Contudo, sua presenca requer atencao especial, pois denota condi¢cdes higiénico-
sanitarias insatisfatorias (KUHNERT; BOERLIN; FREY, 2000).

Entretanto, ha certos sub-grupos de E. coli que apresentam fatores de
viruléncia que os tornam capazes de causar doencas intestinais e extra-intestinais
(KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Isso se deve ao fato do genoma de E. coli ser
extremamente flexivel, isto €, ele perde e ganha genes de viruléncia com relativa
frequéncia. Essa flexibilidade deve-se ao fato de a maioria dos genes de viruléncia
em E. coli estarem localizados em elementos genéticos méveis, como plasmideos,
transposons, bacteriéfagos e ilhas gendmicas (KUHNERT; BOERLIN; FREY, 2000).
Sendo assim, E. coli pode tornar-se um patégeno através da aquisicdo de fatores de
viruléncia contidos nestes elementos genéticos (COOMBES et al., 2008).

Algumas cepas de E. coli sdo consideradas patdgenos primarios ja que
adquiriram genes de viruléncia, principalmente para producéo de toxinas, fatores de
invasdo e de colonizagdo (HOLT et al., 1994), os quais conferem maior habilidade
de adaptacao a novos nichos, possibilitando o desenvolvimento de diversas doencas
(KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

As cepas de E. coli consideradas como patégenos entéricos sao encontradas
em perfeita simbiose com cepas comensais (KUHNERT; BOERLIN; FREY, 2000), e
podem ser divididas em categorias de acordo com 0s mecanismos de viruléncia
especificos, tipo de interacdo que estas cepas apresentam com linhagens celulares,
sindromes clinicas que desencadeiam e sorotipos.

Com base nessas caracteristicas, as E. coli podem ser divididas nos seguintes
grupos enteropatogénicos, também chamados patotipos: E. coli enterotoxigénicas
(ETEC); E. coli enteropatogénicas (EPEC); E. coli enteroagregativas (EAggEC); E.
coli enteroinvasivas (EIEC); E. coli difusamente aderentes (DAEC) e E. coli
verotoxigénicas, também chamadas de E. coli produtoras de toxina de Shiga (VTEC
ou STEC) (NATARO; KAPER, 1998; KUHNERT; BOERLIN; FREY, 2000; KAPER,;
NATARO; MOBLEY, 2004; CAPRIOLI et al., 2005).
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3.2.1 Escherichia coli produtora de toxina de Shiga (STEC)

As STEC sdo reconhecidas como um importante grupo de patdgenos
emergentes e tornam-se um grande desafio a saude publica, por causarem doencas
severas transmitidas por alimentos contaminados (RANGEL et al., 2005; PIGATTO,
2008; GARVEY et al., 2009; SANCHEZ et al., 2010b).

A origem mais comum das infec¢cdes por STEC € o consumo de agua ou de
alimentos crus ou mal cozidos contaminados com esse patdgeno. As infeccdes
podem também resultar do contato direto com animais e/ou suas fezes e do contato
humano-humano (KAUFMANN et al., 2006; STRACHAN et al., 2006). Uma
variedade de alimentos pode estar envolvida como fonte de infeccdo por STEC,
podendo-se citar hortalicas, frutas, salames, queijos e leite cru, entre outros
(GYLES, 2007; KARMALI; GANNON; SARGEANT, 2010), mas a carne bovina tem
sido considerada a principal fonte dessa bactéria em casos de doencas em humanos
(PERELLE et al., 2007; KARMALI; GANNON; SARGEANT, 2010).

Esses micro-organismos tém como reservatoérios, diversos animais de sangue
guente, entre eles bovinos, ovinos, coelhos e macacos, com destaque para 0s
ruminantes (YILMAZ et al.,, 2006; ORDEN et al., 2008; SANCHEZ et al., 2009).
Porém, ja foram isoladas em javalis (SANCHEZ et al., 2010b), cavalos, caes, gatos
(GUN et al., 2003), cervos, moscas e aves (KAUFMANN et al., 2006).

Por definicdo, as STEC compreendem as cepas de E. coli que produzem
toxinas citopaticas, semelhantes aquelas identificadas pela primeira vez em Shigella
dysenteriae e por isso, chamadas de toxinas de Shiga (Stx) (MANNING et al., 2007).
Elas sdo também conhecidas como verotoxinas (VT) devido ao efeito citopatico
irreversivel que o sobrenadante da cultura destes micro-organismos causam em
culturas de células Vero (KARMALI, 1989).

As STEC constituem um grupo bioguimica e sorologicamente heterogéneo (DE
TONI et al., 2004) que inclui as E. coli entero-hemorragicas (EHEC). O subgrupo
EHEC compreende todas as cepas de E. coli que além de produzirem as toxinas de
Shiga (Stx1 e/ou Stx2), também possuem a ilha de patogenicidade LEE (Locus of
Enterocyte Effacement), responsavel pela lesdo do tipo A/E (KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004; LUCK et al., 2005; MAINIL; DAUBE, 2005).
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Como consequéncia, as bactérias desse sub-grupo s&o responsaveis por
severos casos de diarréia hemorragica e faléncia renal, ocasionando a Sindrome
Urémica Hemolitica em humanos, podendo levar o individuo a morte (MAINIL;
DAUBE, 2005). Surtos e casos esporadicos de doencas veiculadas por alimentos e
causadas por STEC podem ocorrer mesmo pela ingestdo de baixas concentragbes
microbianas (<100 células) (CAPRIOLI et al.,, 2005; VANSELOW; KRAUSE;
McSWEENEY, 2005; KAUFMANN et al., 2006).

As STEC séao classificadas sorologicamente em sorogrupos e sorotipos com
base na sua composi¢do antigénica: antigenos O ou somaticos para 0S Sorogrupos,
e antigenos flagelares ou H para os sorotipos. Ela pode, ainda, expressar antigenos
K ou capsulares, importantes na patogénese (CAMPOS; FRANZOLIN; TRABULSI,
2004).

Muitos sorogrupos de E. coli possuem potencial para produzir as shiga toxinas,
destacando-se 045, 026, 091, 0103, 0111, 0121, 0145 e 0157 (MANNING et
al.,2007; PRADEL et al., 2008). Embora o sorotipo O157:H7 seja considerado o mais
importante e mais estudado, a ocorréncia de infeccbes causadas por outras STEC
ndo-0157 tem aumentado em muitos paises (BETTELHEIM; BEUTIN, 2003).

3.2.1.1 Escherichia coli O157:H7

Por definigcdo, o sorotipo O157:H7 difere das demais cepas de E. coli por se
multiplicar pouco ou ndo se multiplicar a 44°C, sendo sua temperatura 6tima de
41,5°C, geralmente nao fermentar o sorbitol em 24h e por n&o produzir (-
glucuronidase (MENG; FENG; DOYLE, 2001).

Esse patdégeno é considerado o modelo de STEC (TUTENEL et al., 2003) e foi
isolado pela primeira vez em 1975 de uma mulher na Califérnia (EUA). Contudo s6
foi reconhecido como importante patdgeno humano capaz de causar doencas de
origem alimentar a partir de 1982, quando houve o primeiro relato de surto nos
Estados Unidos (RILEY et al.,, 1983). Desde entdo, varios surtos e casos
esporadicos de colite hemorragica e sindrome urémica hemolitica (SUH) tém sido
reportados mundialmente, causados pela ingestdo de alimentos contaminados com
este micro-organismo (RANGEL et al., 2005; CHILDS et al.,, 2006; ERICKSON,;
DOYLE, 2007; GARVEY et al., 2009).
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Os bovinos, considerados reservatorios priméarios tanto de O157 como dos
demais sorogrupos de STEC, podem carrear 0 micro-organismo sem demonstrar
sintomatologia (RIGOBELO et al., 2006), podendo eliminar até 10° UFC.g™ de E. coli
0157:H7 nas fezes (ARTHUR et al., 2007) contaminando o couro dos animais,
principalmente em situagbes de alta densidade, tais como o transporte ou o
ambiente de confinamento (ARTHUR et al., 2007). Aliado a isso, esse micro-
organismo pode sobreviver longos periodos no ambiente de criacdo de bovinos,
como o piso de cimento de baias ou em pastagens (MAURER; LAZIZZERA,
MADEC, 2008), e no ambiente de abate, em superficies de aco inoxidavel ou
plastico. Desta forma, pode ocorrer contaminacdo cruzada de carcacas e cortes, via
equipamentos e utensilios utilizados durante o corte, resfriamento, estocagem e
distribuicdo (ERICKSON; DOYLE, 2007).

Em decorréncia disso, inumeros estudos de monitorizacéo e vigilancia tém sido
realizados tanto em fazendas (PAIBA et al, 2003), como em
abatedouros (CARNEY et al., 2006; ARTHUR et al., 2007; LENAHAN et al., 2007,
MILNES et al., 2008; BOSILEVAC et al., 2009) com o objetivo de tentar estabelecer
a prevaléncia e os niveis de contaminacdo dos animais de producdo, por E. coli
O157:H7.

Aliado a isso, considerando a importancia que a carne apresenta na
alimentacdo humana, associada a necessidade de oferecer um alimento inécuo e
incapaz de veicular doencgas, a investigacao e caracterizacao de E. coli O157:H7 em
carnes e derivados céarneos, também é expressiva (ABONGO; MOMBA, 2009;
PRATA, 2009; CADIRCI et al., 2010; COSTA, 2010; ETCHEVERRIA et al., 2010;
SASAKI et al., 2010; PRENDERGAST et al., 2011).

3.2.1.1.1 Fatores de Viruléncia

As toxinas de Shiga sdo os fatores de viruléncia primarios de STEC
(COOMBES et al., 2008; MAURER; LAZIZZERA; MADEC, 2008). Porém, é
importante ressaltar que apesar da grande importancia de Stx como fator de
viruléncia, e por isso as STEC serem consideradas potenciais patdgenos para 0s
humanos, nem todas as cepas produtoras de Stx sao capazes de causar doencas,
pois a patogenicidade € multifatorial (PETERSON et al., 2007; COOMBES et al.,
2008).
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Sao reconhecidos até o momento dois grupos de toxina de Shiga denominados
Stxl e Stx2, os quais sdo antigenicamente distintos e codificados por genes
diferentes (stx1l e stx2), mas apresentam a mesma estrutura molecular e atividade
biologica (STROCKBINE et al., 1988; LAW, 2000). Estudos epidemiologicos tém
revelado que Stx2 esta mais associada com doencas humanas severas do que Stx1
(CAPRIOLI et al., 2005; MAINIL; DAUBE, 2005; ZAKI; EL-ADROSY, 2007).

Embora o principal fator de viruléncia de STEC seja a producdo de um ou mais
tipos de Stx, outros fatores associados a doenca humana ja foram descritos
(GYLES, 2007) e séao frequentemente utilizados para caracterizar as STEC
(CAPRIOLI, et al., 2005; PIGATTO, 2008; BAI; SHI; NAGARAJA, 2010; HUNT,
2010). Entre esses fatores, estdo a intimina (FRANKEL et al., 1998) e a
enterohemolisina (PIERARD et al., 1997), as quais também relacionam-se a
patogenicidade do micro-organismo.

Segundo Chahed et al. (2006) o gene eaeA é um importante marcador de
viruléncia de STEC que esta contido numa ilha de patogenicidade, conhecida como
regido LEE (Locus of Enterocyte Effacement) (JERSE, 1990). Esse gene codifica
para a intimina, uma proteina de membrana externa que promove a adesao intima
da bactéria ao epitélio intestinal (FRANKEL et al., 2001; GARRIDO et al., 2006),
caracterizando a chamada lesé@o A/E (attaching and effacing).

O gene eaeA aparentemente ndo € necessario para a viruléncia das cepas
STEC (PATON et al., 1999), entretanto, cepas LEE-positivas estdo associadas com
doencas humanas mais severas, enquanto STEC LEE-negativas, raramente s&o
isoladas de casos de diarréia sanguinolenta e SHU.

O gene gue codifica a entero-hemolisina em STEC é denominado por alguns
pesquisadores como ehxA (KAUFMANN et al.,, 2006; VAZ et al., 2006) e esta
contido em um plasmideo de viruléncia de aproximadamente 60 MDa. A sequéncia
de nucleotideos deste plasmideo demonstra que ele codifica 35 proteinas, algumas
das quais estdo provavelmente envolvidas na patogenicidade do micro-organismo
(NATARO; KAPER, 1998; CAPRIOLI et al., 2005).

A participagéo da entero-hemolisina na viruléncia de cepas de STEC ainda n&o
esta elucidada (CHAHED et al., 2006; SAITON et al., 2008) mas sabe-se que essa
proteina atua destruindo eritrocitos, leucdcitos, células endoteliais, granuldcitos,
mondcitos e linfécitos T humanos, através da formacao de pequenos poros (MAINIL;

DAUBE, 2005). Para os autores, a sintese de entero-hemolisina esta associada a
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producédo de Stx 1 e/ou Stx 2 em isolados de STEC tanto de origem humana como
animal.

Entre as caracteristicas que diferem o sorotipo O157:H7 das demais linhagens
de E. coli, destaca-se sua incapacidade de produzir B-glucuronidase (MENG; FENG,;
DOYLE, 2001). Portanto, a identificacdo do gene uidA, que codifica para a B-
glucuronidase (FENG, 1993), pode ser utilizada para identificagcdo do sorotipo
(FENG; MONDAY, 2000).

3.3 Micro-organismos indicadores de higiene

A utilizagdo de micro-organismos patogénicos na analise e monitoramento de
possiveis pontos de contaminacdo, na pratica, é dificil, onerosa e demorada, sendo
necessaria ou mais conveniente, a pesquisa de micro-organismos indicadores
(ICMSF, 1997).

Indicadores de higiene sao utilizados para inferir sobre o status microbiol6gico
de produtos alimenticios, bem como, instalacdes e dependéncias. Por meio deles,
pode-se formar juizo sobre a contaminacdo dos alimentos, por micro-organismos
patogénicos ou toxigénicos e suas toxinas, e apurar o estado de higiene e sanidade
dos produtos (EVANGELISTA, 2001).

De acordo com a Comissédo Internacional de Especificagcdes Microbiologicas
para Alimentos (ICMSF,1984), os indicadores podem ser agrupados em duas
categorias: micro-organismos gue nao oferecem risco direto a saude, representados
pelos mesobfilos, psicrofilos, psicrotréficos e termofilos, além de leveduras; e
microrganismos que oferecem risco baixo ou indireto a saude, representados pelos
coliformes totais, coliformes fecais, enterococos, enterobactérias totais e Escherichia
coli.

As contagens de coliformes totais e E. coli podem estimar falhas na higiene e
indicar contaminacao de origem fecal, sendo que elevadas contagens destes grupos
de micro-organismos podem estar relacionadas a niveis significativos de
enteropatogenos, como a Salmonella spp. e E. coli O157:H7 (JAY, 2005; GILL;
McGINNIS; BADONI,1996).

Ha mais de duas décadas, métodos rapidos de analise microbiologica vém
sendo desenvolvidos com o objetivo de substituir os meétodos tradicionais,
oferecendo resultados mais rapidos e sensiveis (PRIEGO; MEDINA; JORDANO,



37

2000; JASSON et al., 2010). Um dos métodos rapidos mais utilizados para deteccéo
de coliformes totais e de E. coli em alimentos, é o Petrifilm EC (3M Company) que &
versatil e de facil estocagem, manuseio e descarte (FRANCO; LANDGRAF, 2005;
NYACHUBA; DONNELLY, 2007; NERO et al., 2008).

Alguns paises como Estados Unidos, Canad4, Australia, Coréia, Portugal,
Noruega, Italia, entre outros, desenvolveram trabalhos e estudos colaborativos para
avaliar a eficiéncia das placas Petrifilm e de outros métodos rapidos em relacéo aos
meétodos convencionais (BEUCHAT et al., 1998; GANGAR ET AL., 1999; RUSSEL,
2000). Nesse sentido, Silva et al. (2006) verificou também, que a técnica dos tubos
multiplos apresentou resultados falso-negativos para E. coli ou, em algumas
amostras de alimentos de origem animal, contagens estimadas inferiores ao Petrifilm
EC, demosntrando que o método rapido mostrou-se sensivel e eficiente para detec-
cao de E. coli em alimentos.

Segundo Forsythe (2002) o sistema Petrifilm é uma alternativa mais rapida ao
método de plagueamento convencional que utiliza uma mistura desidratada de
nutrientes (agar vermelho violeta bile), agente geleificante (solivel em agua fria),
indicador de atividade glucuronidasica (5-bromo-4cloro-3-indolil-B- D-glicuronideo) e

um indicador tetrazélico para facilitar a enumeracgéo das colénias sobre um filme.



MATERIAIS E METODOS

1. Abatedouros-Frigorificos

As amostras foram coletadas entre Abril de 2010 a Janeiro de 2011,
totalizando 9 coletas, em dois estabelecimentos localizados na regido sul do Rio
Grande do Sul. Um deles, identificado como Frigorifico A, é um estabelecimento
representativo da producdo nacional que possui habilitacdo para exportar para a
Unido Européia. Inspecionado pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), o frigorifico A conta com um quadro de 700 funcionérios e
possui capacidade para abater, em média, 650 bovinos por dia.

O Frigorifico B € inspecionado pela Coordenadoria de Inspe¢édo de Produtos
de Origem Animal (CISPOA) que consiste no 6rgdo da Secretaria da Agricultura,
Pecuaria e Agronegocio do Rio Grande do Sul (SEAPA - RS) responsavel pela
inspecdo de produtos de origem animal comercializados dentro do estado. O
frigorifico opera com cerca de 140 funcionarios e abate em média, 150 carcagas
bovinas ao dia.

2. Processo de Amostragem
2.1 Amostragem das carcacas

A amostragem das carcacas bovinas foi realizada pela técnica de esfregaco em
superficie, coletados durante o abate dos animais, em quatro pontos considerados
criticos no processo, sendo eles apés as etapas de sangria (Ponto 1), esfola (Ponto
2), evisceracdo (Ponto 3) e lavagem pré-resfriamento (Ponto 4), conforme

assinalado no fluxograma abaixo:
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Figura 3 - Pontos de amostragem na linha de abate de bovinos
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Foram amostradas 60 carcacas, das quais 22 foram coletadas no frigorifico A,

e 38 no frigorifico B, perfazendo um total de 240 amostras de carcacas bovinas.

A amostragem foi

realizada segundo as

recomendacfes vigentes na

Comunidade Econbmica Européia (COMMISSION REGULATION - EC, 2007),

utilizando-se a técnica de esfregago de superficie (Esponjas 3M™), aplicada na

regido do peito do animal, nas respectivas carcacas e meias-carcagas, conforme

demonstrado na Fig. 4:
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lado externo = laco interno

Figura 4 - Esquema representativo de carcacas bovinas antes (A) e ap6s (B - na meia carcaca direita)
divisdo em duas meias carcacas, com indicacéo dos pontos (*) onde foram coletadas as amostras de
superficie das carcagas.

Em cada ponto de coleta foram amostradas quatro &reas de 100cm? com
auxilio de quatro esponjas estéreis (10cm x 10cm). Antes da divisdo em duas meias
carcacas (ap0s as etapas de sangria e esfola), os quatro pontos foram amostrados
na parte externa da carcaca. Apdés sua divisdo, nas etapas de evisceragcdo e
lavagem, as meias carcacas esquerda e direita, foram amostradas na regiao interna
e externa do peito do animal.

As esponjas obtidas em cada ponto de coleta foram acondicionados em um
bag estéril e, sob refrigeracdo, conduzidos ao Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial da FAEM/UFPel.
No laboratério, em condi¢des estéreis, cada conjunto de esponjas foi adicionado de
200mL de solucdo salina peptonada (0,1%), e submetido a agitacdo em
homogeneizador peristéltico tipo Stomacher. Trés aliquotas de 40mL foram
transferidas para tubos tipo Falcon e centrifugadas a uma velocidade de 1000xg. Os
homogenatos foram submetidos as analises microbiolégicas para enumeracédo de
micro-organismos indicadores de higiene (Coliformes Totais e E.coli) e isolamento e
identificacéo de Listeria spp. e E.coli O157:H7, conforme ilustrado no Apéndice A.

2.2 Amostragem do ambiente de processamento

A amostragem do ambiente de processamento foi realizada somente no
Frigorifico B, onde foram avaliadas 40 amostras, conforme indica a tab. 2. As
amostras foram coletadas em trés pontos distintos: mesas, facas e maos dos
manipuladores (antes do inicio do processo e durante a execu¢do dos cortes). Além

desses pontos, durante o abate dos animais, avaliou-se a contaminacao presente na
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serra utilizada para abertura do esterno, antes da etapa de evisceragcdo e na serra
empregada para divisdo total das meias carcacas, apos a etapa de remoc¢do das

visceras, sendo identificadas respectivamente, como Serra A e Serra B.

Tabela 2 - Amostras coletadas no ambiente de processamento no Frigorifico B

Periodo das atividades

Ponto amostrado

N°de amostras

Antes processamento Faca 5
Durante processamento Faca 5
Antes processamento Mesa 5
Durante processamento Mesa 5
Antes processamento Mé&os dos manipuladores 5
Durante processamento Mé&os dos manipuladores 5
Durante o abate Serra A 5
Durante o abate Serra B 5
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As superficies das mesas, facas e serras foram amostradas utilizando-se
swab de algod&o esterilizado, perfazendo uma superficie total de 25cm?, segundo
recomendac¢des vigentes na Comunidade Européia (COMMISSION REGULATION -
CE, 2007) com modificacdes. ApOs amostragem, os swabs foram acondicionados
em tubos contendo Half Fraser (Oxoid®), TSB suplementado com Novobiocina
SRO181A (Ox0id®) e Agua Peptonada Salina (Oxoid®), para posterior andlise de
Listeria spp., E. coli O157H:7 e micro-organismos indicadores de higiene,
respectivamente.

As maos dos manipuladores foram amostradas pela técnica da lavagem
superficial com 200mL de &gua salina (0,85%) peptonada (0,1%) (Oxoid®). Os
frascos estéreis contendo a agua de lavagem foram conduzidos sob refrigeracdo, ao
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos. No laboratorio, trés aliquotas de 40mL
foram transferidas para tubos tipo Falcon e centrifugadas a uma velocidade de
1000xg. Os homogenatos obtidos foram submetidos as analises microbiologicas de
enumeragdo de micro-organismos indicadores de higiene (Coliformes Totais e E.

coli) e isolamento e identificacéo de Listeria spp. e E. coli O157:H7.
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2.3 Amostragem dos cortes carneos (Filé mignon e Alcatra)

Foram amostrados 12 cortes carneos embalados & vacuo, 0s quais
correspondiam a seis cortes de filé mignon e seis de alcatra. As amostras dos cortes
foram adquiridas no Frigorifico B, em sua embalagem original, acondicionadas em
caixas isotérmicas e conduzidas ao Laboratério de Microbiologia de Alimentos do
DCTA/FAEM/UFPel.

No laboratorio, foi realizada a amostragem dos cortes através da técnica de
esfregaco de superficie (Esponjas 3M™), de acordo com recomendacdes vigentes
na Comunidade Européia (COMISSION REGULATION - EC, 2007).

As pecas foram amostradas em quatro pontos distintos com auxilio de
esponjas e moldes de 100cm? (10cm x 10cm) estéreis. O conjunto de esponjas
referente a amostragem de cada corte, foi suspenso em 200mL de Solucdo Salina
Peptonada (0,1%), e agitado em homogeneizador peristaltico tipo Stomacher. Trés
aliquotas de 40mL foram transferidas para tubos tipo Falcon e centrifugadas a uma
velocidade de 1000xg. Os homogenatos obtidos foram submetidos as andlises
microbiolégicas para enumeracdo de micro-organismos indicadores de higiene
(Coliformes Totais e E. coli) e isolamento e identificacdo de Listeria spp. e E. coli
O157:H7.

3. Andlises microbioldgicas
3.1 Isolamento e identificacdo de bactérias do género Listeria

Apés centrifugacdo, os homogenatos obtidos e as amostras de swab, foram
submetidos a andlise de Listeria spp. conforme a metodologia preconizada pelo
International Organization for Standardization (ISO 11.290-1), com modificacdes
(Apéndice C).

Enriquecimento seletivo

Os sedimentos obtidos da centrifugacdo das amostras das carcacas e da
agua de lavagem das méos e dos cortes, foram ressuspendidos em 10mL de Half
Fraser adicionado do suplemento SRO166E (Oxoid®) e incubados a 30°C durante
24h. As amostras de swab, que haviam sido inoculadas diretamente em Half Fraser

(Oxoid®), foram imediatamente incubadas em estufa ap6s chegarem ao laboratdrio.
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Enriquecimento seletivo diferencial

A partir das amostras previamente enriquecidas em Half Fraser (Oxoid®),
retirou-se uma aliquota de 0,1mL, inoculou-se em caldo Fraser (Oxoid®) adicionado
do suplemento SR 0140E (Oxo0id®) e incubou-se a 35-37°C por 48h.

Plagueamento seletivo diferencial

Apés o periodo de incubacédo, as amostras foram semeadas em agares
seletivos e diferenciais: 4gar Oxford (Oxoid®) adicionado do suplemento SR0140E
(Oxoid®) e Agar Cromogénio (Oxoid®) adicionado dos suplementos SR 0226E e
SR0228E (Oxo0id®). As placas foram incubadas a 35°C por 48h.

Selecgdao e cultivo de colbnias

A partir de cada um dos meios de cultura seletivos, foram selecionadas 3
colonias caracteristicas de Listeria spp., as quais foram repicadas para Agar
Triptona de Soja com 0,6% de extrato de levedura (TSA-YE,) (Oxoid®), e incubadas
por 35°C durante 24h.

Identificacéo fenotipica de Listeria spp.

Para a identificacdo fenotipica em nivel de espécie, foram empregados o0s
testes de producédo de catalase, motilidade a 25°C em agar semi-sélido, - hemdlise
em agar sangue de cavalo desfibrinado e fermentac@o de carboidratos (ramnose,
dextrose, manitol e xilose), segundo tab. 1.

Teste da catalase: em uma lamina de vidro previamente higienizada com
alcool etilico, produziu-se uma suspensao bacteriana (cultivo e agua salina 0,85%
estéril) e adicionou-se agua oxigenada a 3%. A reacao positiva para o teste, ou seja,
a presenca da enzima, € evidenciada pelo aparecimento de bolhas de oxigénio.

Motilidade: foi avaliada a partir da inoculacdo dos isolados, com o auxilio de
agulhas descartaveis, em 4mL de &gar Motilidade (Motility Test Medium, Difco®), os
quais foram incubados a 25°C por até 7 dias. Durante esse periodo, realizou-se
monitoramento diario, a fim de detectar a motilidade caracteristica de Listeria spp., a
gual se apresenta em formato de guarda-chuva, demonstrando a propriedade

microaerofilica dessa bactéria.
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Teste de B-hemodlise: foi realizado em placas de petri contendo agar Sangue
de Cavalo (7%) desfibrinado, as quais foram divididas em 20 espagos, onde cada
isolado foi inoculado com a utilizagdo de agulhas descartaveis, e incubadas a 35°C
durante 24-48h. Finalizado o periodo de incubacéo, as placas foram observadas sob
luz clara, a fim de detectar producéo de hemolisina. O resultado para cada isolado
foi registrado como B-hemolitico (presenca de zona de clareamento total ao redor do
in6culo) ou como n&o B-hemolitico (sem producéo de zona de clareamento ao redor
do in6culo).

Fermentacdo de carboidratos: foi efetuada com a adicdo dos respectivos
acucares [xilose (Vetec®), dextrose (Reagen®), manitol (Vetec®) e ramnose (Vetec®)]
isoladamente, em &gar Purpura de Bromocresol (Difco®), o qual é o agente indicador
de pH na reacdo de fermentacdo. As placas de petri, utilizadas para avaliar a
fermentacdo de cada carboidrato, foram divididas em 20 espacos para posterior
inoculagcdo dos isolados e incubacdo a 35-37°C, por 24h. Os isolados foram
considerados positivos para fermentacdo de cada carboidrato se, ao redor do local
da inoculacdo, havia a producdo de um halo amarelo, devido a degradacdo do
acucar e consequente producdo de &cido e alteracdo do pH do meio. Os resultados
negativos eram aqueles em que ndo havia mudanca da coloracdo do agar no local

da inoculacéo,

3.2 Deteccao de E. coli O157:H7

Apos centrifugacdo, os homogenatos obtidos e as amostras de swab, foram
submetidos a andlise de E. coli O157:H7 segundo método preconizado pelo
International Organization for Standardization (ISO 16654), com modificacdes
(Apéndice D).

Enriquecimento

O sedimento obtido da centrifugacdo das amostras das carcacas, agua de
lavagem das maos e cortes, foram ressuspendidos em 10mL de caldo Triptona Soja
modificada contendo novobiocina SRO181A (mMTSB + N) (Oxoid®), com incubacéo a
41,5°C por 18-24h. As amostras de swab, que haviam sido inoculadas diretamente

no mTSB + N, foram imediatamente incubadas ao chegarem ao laboratorio.
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Separacgéo e Concentragdo microbiana

A concentracdo e separacdo dos micro-organismos foram realizadas
utilizando-se a técnica de separacdo imunomagnética (IMS), empregando-se
particulas imunomagnetizadas recobertas com anticorpos anti-O157 (Invitrogen®),

seguindo recomendacdes do fabricante.

Isolamento

Para isolamento foram utilizados os agares MacConkey Sorbitol (Oxoid®), e
MacConkey Sorbitol suplementado com Telurito-cefixima SRO0172E (CT-SMAC)
(Ox0id®). As placas inoculadas foram incubadas a 35°C por 24h. A partir de cada um
dos meios de cultura seletivos, foram selecionadas trés coldnias sorbitol negativas,
caracteristicas de E. coli O157, as quais apresentam-se incolores no agar
MacConkey Sorbitol (Oxoid®). As coldnias foram repicadas para agar Triptona de
Soja (TSA) (Oxoid®), e incubadas por 35°C durante 24h.

Identificacdo bioquimica de E. coli 0157

A confirmacédo bioquimica de E. coli foi realizada através da série EPM-Mili-
Citrato (Enterokit B) proposto por Toledo et. al. (1982a), a qual redne oito testes
bioquimicos, que somados ao da fermentacdo da lactose na placa de isolamento,
simplificam consideravelmente a identificacdo de bactérias Toledo et. al. (1982b).

Com uma agulha descartavel, inocularam-se o0s trés meios na seguinte
ordem: Citrato, EPM e MILI. Para inocular o meio citrato, deslizou-se a agulha de
inoculacao pelo centro estriando toda a superficie inclinada. No meio EPM, a agulha
foi introduzida verticalmente no centro do meio, enquanto que o MILI foi semeado
com picada central, que deve atingir o fundo do tubo. Os tubos foram incubados
durante 24h a uma temperatura de 35°C.

Transcorrido esse periodo, realizou-se a leitura de motilidade, formacdo de
indol e detecc¢éo de lisina descarboxilase no tubo contendo MILI. Para verificacdo da
producdo de indol, no momento da leitura, adicionaram-se ao meio, trés a quatro
gotas de reativo de Kovacs, onde a formacdo de um anel vermelho ou réseo na
superficie indica a presenca do indol, enquanto que o anel de cor amarela indica
reacdo negativa. A motilidade foi verificada pela turvacdo total do meio ou pela

observacdo de crescimento além da linha de inoculacdo. Quando houve
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fermentacdo da glicose, ocorreu a troca de cor da base do meio para amarelo, e
com a descarboxilagéo da lisina, a cor do meio foi revertida para roxo.

No tubo contendo EPM observou-se a producédo de gas, H,S e urease na
base do meio, enquanto que a producdo de L-triptofano desaminase foi observada
na superficie. Na fermentacéo da glicose ha acidificagdo do meio na base, mudando
a coloracdo para amarelo através do indicador azul de bromotimol e, no caso de
producdo de gas, ha formacdo de bolhas. Na producdo de urease ocorre
alcalinizacdo do meio e a mudanca do indicador para azul, amarelo ou amarelo-
esverdeado. Quando ha producao de H,S, a base do meio torna-se preta. Coloracéo
verde-escuro na superficie indica producao de L-Triptofano desaminase.

Quando o micro-organismo néo utiliza o citrato como fonte de carbono, o meio
citrato de Simmons (Vetec®) permanece com coloracdo esverdeada. Quando o meio

adquire cor azul, o resultado é considerado positivo.

Confirmacéo Soroldgica

As colbnias sorbitol negativas caracterizadas como E. coli na triagem
bioguimica, foram submetidas a testes sorolégicos com anti-soro 0157 (Probac®).

Procedeu-se o teste depositando sobre uma lamina de vidro, uma gota do
anti-soro e uma alcada da suspensao bacteriana. Apds homogeneizacado durante um

a dois minutos, verificou-se a formacéo ou ndo de grumos.

PCR Multiplex para identificacao de fatores de viruléncia

Apbs a sorologia, os isolados que apresentaram aglutinacao caracteristica na
reacao com anti-soro O157, foram cultivados em tubos tipo Eppendorf contendo TSA
(Ox0id®) e incubados por 35-37°C durante 24h. Os isolados foram encaminhados
ao Departamento de Alimentos e NutricAo Experimental da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP, para serem submetidos a identificacdo de fatores de
viruléncia.

Os isolados foram submetidos a PCR Multiplex para identificagdo dos genes
stx1, stx2, uidA, eaeA e ehxA, segundo protocolo proposto por Feng e Monday
(2000).
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Para amplificacdo das sequéncias utilizaram-se primers de acordo com a tab.
3.

Tabela 3 - Sequéncia dos primers utilizados para identificagdo dos fatores de viruléncia de E. coli
0157:H7

Gene Tamanho do produto Seqiiéncia 5’-3’ Primers
de amplificacéo (pb)

stx1 348 5-CAGTTAATGTGGTGGCGAAGG-3' LP30
5-CACCAGACAATGTAACCGCTG-3' P31
stx2 584 5-ATCCTATTCCCGGGAGTTTACG-3' LP43
5-GCGTCATCGTATACACAGGAGC-3' Lpa4
uidA 252 5-GCGAAAACTGTGGAATTGGG-3' PT-2
5-TGATGCTCCATCACTTCCTG-3' PT.3
eaeA 397 5-ATTACCATCCACACAGACGGT-3' AE22
5-ACAGCGTGGTTGGATCAACCT-3' AE20

ehxA 158 5-GTTTATTCTGGGGCAGGCTC-3' MFS1Fb

5-CTTCACGTCACCATACATAT-3' MESIR

Fonte: Feng e Monday, 2000.

3.3 Enumeracao de micro-organismos indicadores de higiene

Os homogenatos obtidos da centrifugacdo das amostras das carcacas, agua
de lavagem das méos e cortes, foram ressuspendidos em 10mL de agua peptonada
salina (APS 0,1%) (Oxoid®) e submetidos & diluicdo seriada em escala decimal,
para enumeragdo dos micro-organismos indicadores de higiene. As amostras de
swab, que haviam sido inoculadas diretamente na APS 0,1% (Oxoid®), ap6s
chegarem ao laboratério foram imediatamente submetidas a diluicdo seriada
(Apéndice B).

As populacdes de coliformes totais e de E. coli foram determinadas
empregando-se placas de Petrifim™ EC com incubagdo a 35°C por 24h.
Transcorrido esse periodo, foi realizada a enumeracéo das colbnias tipicas onde as
colénias vermelhas e azuis apresentando producdo de gés foram contadas como
coliformes totais, e as colbnias azuis com produgcdo de gas como E. coli. Os
resultados das contagens foram expressos em logip unidades formadoras de colbnia
(UFC) por unidade de area (cm?) (log UFC.cm™).
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3.4 Andlise Estatistica

As médias e o desvio padrdo das contagens de E. coli e Coliformes Totais
foram realizados utilizando-se analise de variancia pelo teste de Newman-Keuls. Os

valores de P inferior a 0,05 (P <0,05) foram considerados indicativos de significancia.



RESULTADOS E DISCUSSAO
1. Ocorréncia de Listeria spp.
1.1 Carcagas Bovinas:
A ocorréncia de Listeria spp. nas carcacgas bovinas em ambos os Frigorificos
foi de 36,7%(22/60), sendo 30% (18/60) dos isolados, caracterizados como L.

innocua, 3,3% (2/60) como L. monocytogenes, 3,3% (2/60) como L. welshimeri e

1,7% (1/60) identificada como L. gray, conforme demonstrado na Fig. 5.

Ocorrénciade Listeria spp. em Carcacas Bovinas

35%

30%

25%

20%
15%

10%

5%
o - S -

Listeria innocua Listeria Listeria gray Listeria
menocytogenes welshimeri

Figura 5 - Espécies de Listeria isoladas em carcagas bovinas avaliadas durante as etapas de abate
nos Frigorificos A e B.

Cabe ressaltar que uma das carcagcas avaliadas apresentou contaminagao
simultanea com L. innocua e L. monocytogenes, 0 que pode ser observado pelos
valores das ocorréncias de Listeria spp.

Ao considerar os pontos de isolamento das espécies de Listeria encontradas,
nota-se que L. innocua foi isolada com maior frequéncia apds a etapa de sangria
(Ponto 1), quando comparado com os demais pontos amostrados. Contudo, ao
considerar a espécie patogénica L. monocytogenes, observou-se que todas as
cepas foram isoladas apés a etapa de lavagem pré-resfriamento. L. welshimeri e L.
gray foram isoladas somente ap0s as etapas de sangria e evisceracao,

respectivamente, conforme demonstra a tab. 4:
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Tabela 4 - Frequéncia de isolamento de Listeria spp. apos as etapas de sangria, esfola, evisceracao e
lavagem pré-resfriamento das carcacas no abate de bovinos nos Frigorificos A e B.

Listeria spp.

amostiados & : Lo L
innocua monocytogenes welshimeri gray

Apds sangria 21, 7% 0% 3,3% 0%
Apbs esfola 0% 0% 0% 0%
Apés evisceracao 3,3% 0% 0% 1,7%
Apds lavagem 5,0 % 3,3% 0% 0%
TOTAL 30% 3,3% 3,3% 1,7%

Na Fig. 6 evidencia-se que considerando todas as carcacas avaliadas, L.
innocua foi a espécie de maior prevaléncia nos diferentes pontos amostrados na
linha de abate de bovinos, sendo que apds a etapa de esfola, nenhuma espécie foi

isolada.

Ocorréncia de Listeria spp. na Linha de Abate de Bovinos

25,00%

20,00%

15,00% W [.innocua

B [. monocytogenes

10,00% L. welshimeri

BLl.gra
5,00% gray

0,00%

Sangria Esfola  Evisceragdo Lavagem

Figura 6 - Ocorréncia de Listeria spp. ap0s as etapas de sangria, esfola, evisceracao e lavagem pré-
resfriamento na linha de abate de bovinos, nos Frigorificos A e B.

No frigorifico A ndo se isolou L. monocytogenes nas carcacas (22 amostras)
em nenhum dos quatro pontos avaliados durante o abate. J4 L. innocua foi isolada

apos a etapa de sangria (Ponto 1), em 31,8% (7/22) das carcacas, e apés a
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evisceracao (Ponto 3) em 4,5% (1/22) dos animais abatidos. L. gray foi isolada em
apenas uma carcaca, ap0s a evisceracao (Ponto3). Salienta-se que nas carcacas
onde Listeria spp. foi isolada no Ponto 1, o micro-organismo néo foi detectado nas
etapas subsequentes. Nas amostras correspondentes as etapas de esfola e
lavagem pré-resfriamento, a presenca de Listeria spp. ndo foi verificada, como

demonstra a Fig. 7.

Frigorifico A

Lavagem I

Evisceragdo -

Esfola I B[ innocua

mL gray

Sangria

0,00% 10,00% 20,00% 30,00% 40,00%

Figura 7- Ocorréncia de Listeria spp. nas etapas de abates de bovinos abatidos no Frigorifico A

No frigorifico B, das 38 carcacas amostradas, 5,3% (2/38) apresentaram-se
contaminadas por L. monocytogenes, todas apés a etapa de lavagem pré-
resfriamento (Ponto 4). L. innocua foi isolada em 15,8% (6/38) das carcacas na
etapa de sangria (Ponto 1), em 2,6% (1/38) na etapa de evisceracéo (Ponto 3) e em
7,9% (3/38) das carcacas apOs a lavagem pré-resfriamento (Ponto 4) dos animais
abatidos. L. welshimeri foi isolada no Ponto 1 (ap6s a sangria) em 5,3% (2/38) das
carcacas. Assim como no Frigorifico A, no estabelecimento B, nenhuma espécie de

Listeria foi isolada imediatamente apds a etapa de esfola das carcacas bovinas.

Frigorifico B

Lavagem

Evisceragdo
L. monocytogenes

M L. welshimeri
Esfola .
M L. innocua

Sangria

0,00%  5,00% 10,00% 15,00% 20,00%

Figura 8 - Ocorréncia de Listeria spp. nas etapas de abates de bovinos abatidos no Frigorifico B
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Nas Fig. 7 e 8 pode-se observar que a ocorréncia de Listeria spp. foi maior no
ponto equivalente a etapa de sangria das carcacas. Contudo, no Frigorifico B, ainda
que a ocorréncia desses micro-organismos tenha sido menos expressiva no ponto
correspondente a lavagem pré-resfriamento (Ponto 4) quando comparado com a
etapa de sangria, destaca-se a ocorréncia de L. monocytogenes verificada nessa
etapa, ja que a presenca deste patdgeno na carne € preocupante do ponto de vista
de saude publica.

A ocorréncia de L. innocua frente as demais espécies de Listeria observada
nas carcacas bovinas, esta em concordancia com resultados obtidos por outros
autores, 0s quais também citam essa espécie, como a mais comumente encontrada,
tanto em carcacgas quanto em cortes finais de bovinos e aves (KASNOWSKI, 2004;
CHIARINI, 2007; CHEN et al., 2009; CHIARINI et al., 2009; NALERIO et al., 2009;
FERRONATTO, 2010). Por outro lado, Osaili, Alaboudi e Nesiar (2011), ao avaliar a
presenca de Listeria spp. em cortes de frango, verificaram que nenhum dos 141
isolados foi caracterizado como L. innocua. E importante ressaltar que, ainda que L.
innocua seja considerada uma espécie nao-patogénica, a elevada ocorréncia deste
micro-organismo observada neste estudo n&o deve ser subestimada, visto que L.
innocua € um indicador da presenca de L. monocytogenes por apresentarem
similaridade em exigéncias nutricionais e ambientais, além de serem provenientes
das mesmas fontes de contaminagdo (KASNOWSKI, 2004).

A maior ocorréncia de Listeria spp. no Ponto 1, é justificada pela amostragem
ter sido realizada no couro e este ser um carreador de fezes e demais sujidades.
Contudo, apenas as espécies ndo-patogénicas L. welshimeri e L. innocua foram
isoladas no couro. Betancourt et al. (2004) demonstraram que a ocorréncia de
Listeria spp. no couro bovino em dois Frigorificos (denominados A e B) foi,
respectivamente, de 37,7 e 75,5%, enquanto que, para L. monocytogenes foi, de 0,8
e 18,7%.

Considerando que a sangria dos animais € a primeira etapa invasiva na
carcaga e reconhecida como importante rota de contaminagédo (SCHWACH, 2007), é
de grande importancia o controle efetivo dessa etapa. Gill (2004) observou que a
lavagem dos animais antes do abate reduz consideravelmente a carga microbiana
inicial presente no couro. Nesse sentido, Rhoades, Duffy e Koutsoumanis (2009)

constataram que o0 couro dos animais estad relacionado a 12% (10-13%) da
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prevaléncia média de Listeria monocytogenes na cadeia produtiva da carne bovina,
enguanto que as fezes estao associadas a 19% (4,8-29%).

Durante o abate a esfola possibilita a contaminacdo da superficie das
carcacas a partir de micro-organismos presentes na pele, pélos e cascos dos
animais (GILL; LANDERS, 2004; FONTOURA, 2006). De acordo com Bosilevac et
al. (2009), as taxas de contaminacdo das carcacas ap0s a remoc¢do da pele estdo
diretamente relacionadas com o0s niveis de contaminacdo que entram no
abatedouro. Contudo, nesse estudo, tanto no Frigorifico A quanto no B, Listeria spp.
nao foi isolada nessa etapa, demonstrando que o processo de retirada do couro foi
realizado de modo que 0s micro-organismos presentes, ndo foram carreados para a
carcaca. A comparacao desse resultado com outras pesquisas foi limitada, visto que
estudos semelhantes ndo foram encontrados na literatura.

Verificou-se que apos evisceracdo, a taxa de isolamento de Listeria spp. foi
baixa nos dois estabelecimentos, sendo de 9,1% (2/38) no Frigorifico B e 4,5%
(1/22) no Frigorifico A. As espécies isoladas nesse ponto de amostragem foram
caracterizadas fenotipicamente como L. innocua e L. gray, ambas consideradas nao-
patogénicas. Ferronatto (2010) avaliou a presenca de Listeria spp. no abate de
suinos, e verificou que houve prevaléncia de L. monocytogenes apds a evisceracao,
demonstrando que essa etapa é critica durante o abate desses animais.

A auséncia de Listeria spp. ap06s a esfola nos dois frigorificos avaliados infere
gue a contaminacgdo verificada na etapa de evisceracdo pode ser resultante da
contaminacdo cruzada decorrente do contato com utensilios e equipamentos
contaminados. Porém, segundo Santos (2003), a presenca de Listeria spp. apos a
etapa de evisceracdo, indica que a carcaca pode ter sido contaminada por fezes de
animais portadores sadios ou doentes durante o abate.

A auséncia de Listeria spp. nas amostras ap0s a lavagem pré-resfriamento,
no Frigorifico A, demonstra que este processo operacional mostrou-se eficiente na
reducdo da contaminagdo microbiana adquirida durante as etapas de abate.
Contudo, o oposto foi observado no Frigorifico B, onde duas das 38 amostras
avaliadas apresentaram-se positivas em relacdo a presenca de L. monocytogenes
apos a lavagem das carcacas bovinas. Resultado semelhante foi observado por
Franca (2008) que encontrou 10% de amostras positivas (3/30) para L.

monocytogenes em meias carcacas resfriadas de bovinos.
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O resultado obtido no Frigorifico B infere que a operacdo de lavagem néo foi
eficiente na remocdo de patdgenos, podendo ter, inclusive, redistribuido a
contaminacao superficial pré-existente, jA que o micro-organismo nao foi isolado nas
etapas anteriores. Isso denota a necessidade de readequacfes desse processo
operacional, visto que a temperatura e pressdo da agua de lavagem podem ter
influenciado na eficiéncia do processo (SABA; BURGER; ROSSI, 2010).

Os resultados deste trabalho ndo estdo em concordancia com os obtidos por
Fontoura (2006), que avaliou a superficie de 40 meias carcacgas depois da etapa de

lavagem, decorridas 24h de refrigeracéo a 0°C, e ndo encontrou Listeria spp.

1.2 Ambiente de processamento e cortes carneos embalados a vacuo

Verificou-se a ocorréncia de Listeria spp. em 22,5% (9/40) das amostras de
ambiente avaliadas, sendo 10% delas, classificadas fenotipicamente como L.
monocytogenes e 15% como L. innocua. E interessante frisar que uma das amostras
de faca antes do inicio das atividades, apresentou contaminacdo simultanea com L.
innocua e L. monocytogenes.

Listeria spp. ndo foi isolada nas méos dos manipuladores antes de iniciarem
as atividades na sala de cortes, nem nas Serras A (abertura do esterno) e B (divisao
das carcacas), utilizadas durante o abate de bovinos. Contudo, nas demais amostras
de ambiente, inclusive nas maos durante o processamento dos cortes, 0 micro-
organismo foi identificado, com destaque para as amostras de mesa e faca antes do
inicio das atividades, e mesa durante as operacdes de corte, nas quais foram
identificadas duas espécies de Listeria, conforme indicado na Fig. 9:
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Figura 9 - Ocorréncia de Listeria spp. no ambiente de processamento de cortes amostrados no
Frigorifico B.

Ao analisar os cortes finais embalados a vacuo, foi verificada a presenca de
Listeria spp. em 41,7% (5/12) das amostras, sendo a totalidade dos isolados,
classificados como L. innocua. Ao comparar a contaminacao presente nos dois
cortes avaliados, foi possivel verificar que o filé apresentou maior percentual de

isolamento desse micro-organismo quando comparado com a alcatra, como
demonstrado na Fig. 10.
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Figura 10 - Presenca de Listeria innocua nos cortes finais de filé e alcatra amostrados no Frigorifico
B.

A taxa de isolamento de Listeria spp. verificada nesse estudo em amostras
provenientes de ambiente de processamento, € semelhante a referida por Barros et
al. (2004) que, ao analisarem amostras originarias de equipamentos/utensilios e
instalacdes de plantas processadoras de carne bovina, isolaram Listeria spp. em 48
amostras (33,70%), sendo L. innocua identificada em 33 amostras (68,75%).

A ocorréncia de L. innocua frente a outras espécies de Listeria verificada nas
amostras de ambiente, estd em concordancia com varios trabalhos relatados, os

quais também citam essa espécie como a mais comumente encontrada, tanto em
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alimentos, quanto em amostras ambientais (AGUADO; VITAS; GARCIA-JALON,
2004; BARBALHO et al., 2005; LIMA et al., 2005; NALERIO et al., 2009; VECCHIA
et al., 2010).

A presenca de L. monocytogenes na mesa e faca antes de iniciar o
processamento, bem como na mesa durante as operagbes de corte, desperta
grande preocupacdo, haja vista que representa risco ao consumidor, pela
possibilidade de incorporacéo no produto final. Portanto, esse resultado denota risco
potencial de contaminacdo cruzada, ja que os utensilios em que foi verificada a
presenca de L. monocytogenes, entram em contato direto com os cortes finais.

A presenca desse micro-organismo em superficies que entram em contato
com o alimento tem sido avaliada por diversos autores. Como exemplo citam-se 0s
estudos de Dias (2008), onde 32,1% das cepas de L. monocytogenes identificadas
em um abatedouro de aves, foram isoladas em superficies que estavam em contato
direto com o produto final e de Nalério et al. (2009) que avaliando a presenca do
patdgeno na cadeia produtiva de frangos no sul do Rio Grande do Sul, observou a
ocorréncia de L. monocytogenes em 29,2% (7/24) das amostras representativas das
superficies que entram em contato com o alimento. Considerando o comportamento
psicrotréfico de L. monocytogenes, € possivel inferir que sua presenca na sala de
cortes, tenha sido favorecida pelas baixas temperaturas predominantes no local.
Nesse sentido, Chiarini (2007) sugeriu que a elevada ocorréncia de L.
monocytogenes em ganchos na sala de corte, poderia estar relacionada com a
temperatura reduzida desse ambiente, propiciando a sobrevivéncia e multiplicacéo
do micro-organismo.

O isolamento de L. innocua verificado nas mesas e facas antes do inicio das
atividades, bem como, nas maos durante as operacdes de corte, inferem que 0s
manipuladores sao carreadores potenciais de micro-organismos, podendo ser
responsaveis por contaminacdes recorrentes no produto final. Nesse sentido, a
presenca de L. innocua observada também, nos cortes de filé e alcatra, denota a
ocorréncia de contaminacdo cruzada no ambiente de processamento do Frigorifico
B.

Borch (2006) afirma que o ato de serrar na divisdo da carcaga pode promover
a transferéncia de bactérias da inciséo retal e da cabeca para a carcaca, oferecendo
riscos de contaminagfes. Contudo, neste estudo, foi possivel verificar que as serras

utilizadas para abertura do esterno (Serra A) e para divisdo das carcacas (Serra B)
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nao estavam contaminadas com Listeria spp.. Resultado semelhante foi observado
por Oliveira et al. (2010), que também n&o identificaram Listeria spp. em serras
analisadas, e demonstraram que a agua a 82°C utilizada para sanificacdo das
serras, mostrou-se eficiente na reducdo da microbiota superficial existente, podendo
ter controlado a contaminacao por Listeria spp. Ja Barros et al. (2004) verificaram a
presenca de um isolado de L. welshimeri na serra utilizada no ambiente de
processamento.

Ainda que L. monocytogenes seja a espécie investigada no ambito da
inocuidade dos alimentos, a presenca de outras espécies de Listeria pode ser
interpretada como um indicativo de condicdes adequadas para a presenca da
espécie patogénica, portanto, seu isolamento deve ser considerado um risco no
ambiente de processamento (FERRONATO, 2010).

Nesse contexto, a presenca de L. innocua nos cortes finais de filé e alcatra,
reveste-se de grande importancia, demonstrando inclusive, a influéncia da planta de
processamento na contaminacdo do produto final. Além disso, conforme descrito
anteriormente, sua presenca € um indicador da ocorréncia de L. monocytogenes,
cuja sobrevivéncia e multiplicacdo nesse tipo de produto (armazenado no frio e a
vacuo) é perfeitamente possivel, gracas as suas caracteristicas psicrotroficas e
microaerdfilas. Com exemplo, podem-se citar os trabalhos de Franca (2008), que
isolou L. monocytogenes em 13% das amostras de cortes carneos embalados a
vacuo, e de Kasnowski (2004), que encontraram L. innocua e L. monocytogenes em

amostras de alcatra bovina.

2. E. coli O157:H7

2.1 Carcacas Bovinas

Apés a imunosseparacdo magnética das amostras provenientes do Frigorifico
A, apenas uma das colbnias caracterizadas bioquimicamente como sorbitol negativa,
confirmou pertencer a espécie E. coli pelos testes bioquimicos do Enterokit B (Série
EPM-MILI-Citrato). A partir da discriminacdo em nivel de espécie que o Enterokit B
permite, observou-se que 5,04% dos isolados foram caracterizados bioquimicamente
como Citrobacter spp. e 11,8% como Serratia spp. O Enterokit B ndo permitiu a

diferenciacdo de espécie em 82,4% dos isolados, sendo necessaria a utilizacdo de
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testes bioquimicos complementares através do Enterokit C (Probac®). Contudo, néo
foi dada continuidade a essas provas, porque o objetivo do estudo era a confirmacao
bioquimica de isolados de E. coli. ndo fermentadoras de sorbitol e, ndo, a
discriminacdo de outras enterobactérias. Na Fig. 11 apresentam-se 0S micro-

organismos identificados bioquimicamente pelo Enterokit B isolados no Frigorifico A.

Frigorifico A

Serratia spp. W Lavagem

Evisceracdo

Citrobacter spp. = Esfol
sfola

E. coli M Sangria

0,00% 2,00% 4,00% 6,00%

Figura 11 - Micro-organismos identificados pelo Enterokit-B nas etapas de abate de bovinos no
Frigorifico A.

Ja no frigorifico B, a partir da discriminacdo de espécie, observou-se que
3,7% dos isolados testados foram identificados bioquimicamente como E. coli, 2,2%

como Citrobacter spp. e 0,7% como Serratia spp, como indicado na Fig. 12.

Frigorifico B

Serratia spp. M Lavagem
Evisceragao
Citrobacter spp. M Esfola

W Sangria

E. coli

0,00% 1,00% 2,00% 3,00%

Figura 12 - Micro-organismos identificados pelo Enterokit-B nas etapas de abate de bovinos no
Frigorifico B.

A partir da sorologia com anti-soro O157, foi observada reagéo positiva em
25% (2/8) dos isolados caracterizados como E. coli, oriundos de duas carcagas apos

a etapa de sangria (Ponto 1) no Frigorifico B.
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A PCR desses isolados mostrou que as duas coldnias suspeitas néo
apresentaram 0s genes compativeis com o0 grupo das E. coli verotoxigénicas

(STEC), como mostrado na tab. 5.

Tabela 5 - Perfil genotipico dos isolados de E. coli- sorbitol-negativa oriundos da etapa de sangria do
Frigorifico B

Presenca dos genes

stx1 Stx2 uidA eaeA ehxA
Isolado C3.1* - - - - -

Isolado C4.1** - - + + +

*isolado no ponto 1 da carcaca 3
**jsolado no ponto 1 da carcaca 4

A partir da identificacdo de espécies pelo Enterokit B, observou-se que a
ocorréncia de E. coli nos dois estabelecimentos foi baixa (2,2% e 3,7% nhos
Frigorificos A e B, respectivamente). Esse resultado € justificado pelo fato de que
80-93% das cepas de E. coli sdo fermentadoras do sorbitol (RATNAM, 1988) e,
neste estudo, foram selecionadas apenas, col6nias sorbitol negativas, as quais sao
caracteristicas do sorotipo O157:H7.

Ao analisar os resultados obtidos na deteccdo dos genes associados a
viruléncia, observa-se que o teste utilizado para a sorologia mostrou-se pouco
especifico, tendo em vista que os isolados submetidos a PCR aglutinaram na
presenca do anti-soro O157 e ndo apresentaram 0s genes caracteristicos para o
sorotipo O157:H7. Esse resultado pode ser justificado pelo fato de que a espécie
Escherichia hermannii, que pode ser isolada de fezes e alimentos como leite cru,
também é uma cepa sorbitol negativa e apresenta aglutinagéo cruzada em teste com
anticorpo 0157 de E. coli, causando erros frequentes de diagndstico (BORCZYK;
KARMALI; LIOR,1987).

Dessa forma, avaliando-se o perfil genotipico dos isolados pela técnica de
PCR multiplex, verifica-se que estes nao sao E. coli O157:H7 por ndo apresentarem
0S genes stx1 e stx2, os quais codificam para os fatores de viruléncia primarios de E.
coli verotoxigénicas, que séo as shiga-toxinas Stx1 e Stx2 (COOMBES et al., 2008;
MAURER; LAZIZZERA; MADEC, 2008; BAI; SHI; NAGARAJA, 2010; HUNT, 2010).

Um dos isolados apresentou os genes uidA, eaeA e ehxA, os quais codificam

para a [-glucuronidase, intimina e entero-hemolisina, respectivamente. A
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participacdo da entero-hemolisina na viruléncia de cepas de STEC ainda nao esta
esclarecida (CHAHED et al., 2006) contudo, sabe-se que mesmo cepas que nao
produzem entero-hemolisina podem estar envolvidas em casos de infec¢des graves
(KARMALLI, 1989).

O gene eaeA detectado € um importante marcador de viruléncia de STEC que
codifica para a intimina, proteina associada a lesdo A/E (CHAHED et al., 2006). Esta
lesé@o é caracterizada pela destruicdo das microvilosidades intestinais e rearranjo do
citoesqueleto celular, culminando na formacdo de uma estrutura semelhante a um
pedestal onde a bactéria permanece ligada (MOXLEY; SMITH, 2010). Para alguns
autores, cepas que nao apresentam os genes que codificam para as shiga-toxinas,
mas que possuem o gene eaeA, podem ser classificadas como EPEC tipica, ja que
esse grupo também é capaz de produzir a lesdo caracteristica A/E (CAMPOS;
FRANZOLIN; TRABULSI, 2004; BERTAO; SARIDAKIS, 2007). Breum e Boel (2010)
detectaram o gene eaeA em 81% das amostras Stx-positivas e em 46% de amostras
Stx-negativas, isoladas em carcacas bovinas.

Ainda que néo esteja diretamente relacionado a patogenicidade da bactéria, o
gene uidA é utilizado como marcador molecular para o sorotipo O157:H7. Cepas
0157:H7 apresentam o gene uidA, apesar de ndo exibirem atividade
glucoronidasica, porém a sequéncia deste gene nestas cepas apresenta uma
guanina na posicao 92 no lugar de uma timina observada nos demais sorotipos. Este
€ um polimorfismo altamente conservado conhecido como polimorfismo de um Unico
nucleotideo (single polimorfism nucleotide — SNP), e que pode ser detectado por
PCR com a utilizacdo de um par de primers especifico (CEBULA; PAYNE; FENG,
1995). Contudo, ainda que um dos isolados tenha apresentado o gene uidA,
caracteristico de 0O157:H7, a cepa ndo pode ser considerada STEC porgue néo
apresentou os genes que codificam para a toxina de Shiga (stx1 e stx2).

Dessa forma, verificou-se que das 60 carcacas amostradas nos Frigorificos A
e B, E. coli 0157:H7 néo foi isolada nos quatro pontos de amostragem da linha de
abate de bovinos. Resultado semelhante foi verificado por Prata (2009), que visando
comparar a ocorréncia de E. coli O157:H7 em amostras de fezes e de carcacgas de
animais provenientes de criacdo a pasto e em confinamento, também n&o isolou
esse patdgeno. Outros autores brasileiros relatam uma baixa prevaléncia desse
sorotipo; no Estado de Sao Paulo, Irino et al. (2005), encontraram 0,6% de E. coli

0157:H7 nas fezes de bovinos leiteiros jovens na regido de Ribeirdo Preto — SP,
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Stella et al. (2008) isolaram E. coli em 430 amostras de fezes de bezerros e, dessas,
duas foram confirmadas como O157:H7; Pigatto (2008) verificou que 37% das
amostras de fezes de bovinos analisadas apresentaram-se positivas para o grupo
STEC, sendo que do total de amostras testadas, nenhuma apresentou positividade
para o sorogrupo O157.

Estudos conduzidos em outros paises contrastam com os resultados obtidos
nessa pesquisa. Elder et al. por exemplo, ao examinar bovinos de corte em
frigorificos nos EUA, antes e ap0s o abate, isolaram E. coli O157:H7 em 28% das
amostras de fezes, 11% na pele e, considerando a carcaga, em 43% antes da
evisceracdo, 18% pobs-evisceracdo e 2% apls a lavagem pré-resfriamento da
carcaca (BERTAO; SARIDAKIS, 2007). Breum e Boel (2010), também isolaram o
sorotipo E. coli O157:H7 em 4,2% das amostras de carcagas bovinas amostradas
em fazendas dinamarquesas. Ainda em paises proximos como a Argentina, 0s
resultados sdo contrastantes, haja vista que Etcheverria et al. (2010), ao avaliar a
presenca de STEC através da identificacdo dos genes stx1 e stx2, verificaram 12,3%
de amostras positivas em swabs de quartos dianteiros e traseiros de carcacgas
bovinas.

E interessante frisar que a ndo deteccdo de E. coli O157:H7 como
contaminante na carcacga, contrasta com o elevado numero de isolados detectados
nas fezes diarréicas ou de animais saudaveis no Brasil (IRINO et al., 2005;
RIGOBELO et al.,, 2006; RIGOBELO; SANTOS; MARIN, 2008). Sales (2006),
analisou 100 amostras fecais de bovinos abatidos em S&o Luis, Maranhdo, sendo
gue a taxa de isolamento de STEC foi de 73%. Vicente, Amaral e Cerqueira (2005)
encontraram taxa ainda maior, com cepas STEC identificadas em todos os rebanhos
analisados em Jaboticabal — SP, sendo os sorogrupos 0157, 0111 e 0113
observados em 40%, 50% e 90% das amostras. Tristdo et al. (2007) identificaram
cepas STEC em 65% dos animais analisados no Estado do Rio de Janeiro e 28% no
Estado do Rio Grande do Sul, sugerindo que bovinos saudaveis podem ser
potenciais fontes de infec¢céo para humanos.

Ao avaliar a presenca de E. coli O157:H7 em carcagas bovinas e ovinas em
abatedouros na Irlanda, Prendergast et al. (2011) verificaram a presenca do
patdogeno em 7,6% das amostras de swab retal e em 3,9% das carcacas de bovinos.
Nos ovinos, a contaminacéo pelo patégeno foi inferior, correspondendo a 5,8% das

amostras de swab retal e em 2,9% das carcacgas.
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Ainda que o patégeno ndo tenha sido isolado apds a etapa de sangria, 0
couro é a principal fonte de contaminacao das carcacas bovinas por E. coli 0157:H7
no momento do abate (ARTHUR et al, 2008, ARTHUR et al., 2009;
KALCHAYANAND et al., 2009; BOSILEVAC et al., 2009). Kalchayanand et al. (2009)
verificaram a prevaléncia desse micro-organismo no couro de bovinos em 77,5% de
abatedouros frigorificos nos Estados Unidos, da mesma forma que Bosilevac et al.
(2009), os quais encontraram prevaléncia proxima a esse valor (70,9%).

De acordo com Bosilevac et al. (2009), as taxas de contaminacdo das
carcacas, apos a esfola, estdo diretamente relacionadas com o0s niveis de
contaminagao que entram no abatedouro, evidenciando que o ambiente dos currais
de espera também contribuem significativamente para a elevada carga de bactérias
patogénicas, como O157:H7, na pele de animais levados para abate (ARTHUR et
al., 2008). Segundo Arthur et al. ( 2008), o uso de banho de aspersao antes do
abate contribui para a reducéo dos niveis de patégenos na pele dos animais. Outros
estudos demonstraram que os pisos dos currais podem albergar E. coli 0157:H7 de
um dia para o outro, mesmo depois dos processos de limpeza de rotina terem sido
realizados (SMALL et al., 2006; TUTENEL et al., 2003).

Considerando que os bovinos sdo o reservatorio primario de O157:H7 e dos
demais sorogrupos de STEC, carreando O micro-organismo muitas vezes, sem
demonstrar sintomatologia (RIGOBELO et al., 2006; HUNT, 2010), é inevitavel que a
evisceracao seja considerada um ponto suscetivel a contaminacédo pelo patégeno.
Contudo, neste estudo, ndo se detectou a presenca do micro-organismo nas
carcacas apos 0 processo de evisceracdo, o que também foi observado por
Rigobelo et al. (2006) que n&o encontraram E. coli produtoras da toxina de Shiga em
80 carcacas antes e apoés a evisceracao.

A contaminacdo das carcacas e do ambiente de abate com E. coli O157:H7
proveniente do conteudo intestinal de bovinos € um dos fatores de risco mais
importantes na sua transmissdo para humanos (GUN et al., 2003). Essa
contaminacgao ocorre quando boas praticas de producdo ndo sdo empregadas e h4 o
extravasamento do conteudo intestinal dos animais durante o abate (YILMAZ et al.,
2006).

Ao avaliar a presenca de E. coli O157:H7 durante o processamento de
carcacas de Bisédo, Li, Sherwood e Logue (2004) verificaram que nenhuma das 116

carcacas apos a lavagem, foram positivas em relacdo a presenca do patdgeno,
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denotando eficiéncia do processo, j& que o sorotipo foi solado em uma carcaca apos
a etapa de evisceracao. Contudo, nesse estudo ndo foi possivel avaliar a eficiéncia
da lavagem em relacdo a presenca de E. coli O157:H7, haja vista que o patégeno

nao foi isolado nas etapas anteriores.

2.2 Ambiente de processamento e cortes carneos embalados a vacuo

Apoés a imunosseparacdo magnética das amostras provenientes de ambiente
e cortes finais (filé e alcatra), nenhuma das colénias caracterizadas como sorbitol
negativa, confirmou pertencer a espécie E. coli pelos testes bioquimicos do
Enterokit B (Série EPM-MILI-Citrato). A partir da discriminacdo em nivel de espécie,
observou-se que 4,8% dos isolados foram caracterizados bioquimicamente como
Hafnia spp. e 9,5% como Serratia spp., ambos isolados de do corte filé, conforme

indicado na Fig. 13.
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Figura 13 - Micro-organismos identificados pelo Enterokit-B no ambiente de processamento e nos
cortes carneos embalados a vacuo no Frigorifico B

A partir dos resultados, demonstra-se que no Frigorificos B, o ambiente de
processamento ndo é um fator de risco para os cortes finais, em relacdo a
contaminacgao por E. coli O157:H7, tendo em vista que o patégeno néo foi isolado
nesses pontos de amostragem. Esse resultado é relevante porque ha relatos de que
cepas STEC podem sobreviver por periodos longos no ambiente de abate em
superficies de ago inoxidavel ou plastico (ERICKSON; DOYLE, 2007). Silagyi et al.
(2009), por exemplo, sugerem que a formacéo de biofilme por E. coli O157:H7 em
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superficies de contato com os alimentos, seja uma preocupacao no controle eficiente
do patogeno.

Avery et al. (2004) relatam que a contaminacdo cruzada pode, inclusive, ser
causada pelos manipuladores em decorréncia da possibilidade de humanos serem
portadores de STEC. Reforcando essa hipétese, Stephan, Ragettli e Untermann
(2000) isolaram 47 cepas de STEC de amostras de fezes de 47 trabalhadores
saudaveis em trés industrias processadoras de carne na Suica, e através da PCR,
detectaram a presenca do gene stx em 3,5% das 5.590 amostras de fezes
pesquisadas.

Considerando que os bovinos séo o reservatério primario de O157:H7 (HUNT,
2010), as serras utilizadas durante a evisceracdo das carcacas podem oferecer
riscos de contaminacdo quando falhas operacionais ocorrem durante essa etapa
(YILMAZ et al., 2006). Contudo, neste estudo n&o foi verificada a presenga do
patégeno nas serras A e B utilizadas na remoc¢ao das visceras das carcacas bovinas
do Abatedouro B.

Mesmo sendo a carne bovina o alimento mais associado com surtos por E.
coli O157 e E. coli ndo O157 (SARTZ et al., 2008; ETHELBERG et al., 2009), os
cortes finais embalados & vacuo (filé e alcatra) amostrados nessa pesquisa,
apresentaram-se livres de contaminagdo pelo micro-organismo. Ainda que esse
resultado tenha sido satisfatorio, € ressaltada a importancia do controle
microbiolégico para assegurar a inocuidade da carne em toda sua cadeia produtiva
(SOFOS; GEORNARAS, 2010).

Na Argentina, Etcheverria et al (2010) observaram que 25% da carne bovina
avaliada no varejo apresentava-se contaminada por STEC. Estudos recentes
conduzidos por Ateba e Mbewe (2011), apontaram maior prevaléncia de E. coli
0157:H7 em suinos e carne suina (67,7%) quando comparada com bovinos e carne
bovina, onde a prevaléncia registrada foi de 27,7%. Em amostras de carne moida e
alméndegas adquiridas na Provincia  de Samsun, na  Turquia,
Cadirci et al. (2010), verificaram que E. coli O157 foi detectada em cinco das 200
amostras testadas (2,5%), sendo um isolado de carne moida e quatro, de
almoéndegas.

Prata (2009) verificou uma frequéncia baixa de contaminacdo pelo patégeno
nos recortes carneos avaliados, onde apenas uma amostra apresentou-se positiva

para E. coli O157:H7, com frequéncia de 1,49%. Kasnowski (2004), ao avaliar a
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presenca de E. coli patogénicas em corte de alcatra e em alcatra moida, verificou
que uma amostra do corte carneo apresentou-se contaminada por EHEC. Esse
resultado denota perigo do ponto de vista de saude publica, haja vista que para E.
coli O157:H7, a dose infectante pode ser inferior a 10UFC (ARMSTRONG;
HOLLINGSWORTH; MORRIS, 1996). Assim, embora n&o existam padrdes
microbiolégicos estabelecidos para E. coli O157:H7 na legislacdo brasileira, a
presenca de 1 a 10UFC.mL™ pode ser capaz de causar doenca no homem e, desse
modo, ndo deve ser permitida a sua presenca em nenhuma amostra de alimento
(auséncia em 25g ou 25mL).

Ressalta-se que foi detectada a presenca de 9,5% de Serratia spp. e 4,8% de
Hafnia spp. em amostras dos cortes finais embalados a vacuo. Muitos membros da
familia Enterobacteriaceae como Serratia spp. e Hafnia spp., podem eventualmente,
atuar como patdégenos oportunistas podendo ser responsaveis ainda, pela
deterioragcdo em carnes refrigeradas embaladas a vacuo (JAY; VILAI; HUGHES,
2003; FELIPE, 2008). Segundo Felipe (2008), os alimentos comumente
contaminados por Hafnia spp. incluem recortes de carne, carne bovina embalada a

vacuo e produtos de suinos.

3. Micro-organismos Indicadores de Higiene
3.1 Carcacas bovinas
Os resultados das contagens médias de micro-organismos indicadores nas

carcacas bovinas coletadas no Frigorifico A, podem ser visualizados nas Fig. 14 e
15.

Contagens médias de E. coli

log UFC.cm?

P1 P2 P3 P4

Etapas na linha de abate de bovinos

Figura 14 — Contagens médias de E. coli a 35(x1)°C na superficie de carcacas bovinas abatidas no
Frigorifico A, durante as operacfes de sangria (P1), esfola (P2), evisceracdo (P3) e lavagem pré-
resfriamento (P4).
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Contagens médias de Coliformes Totais
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Figura 15 - Contagem médias de coliformes totais a 35(x1)°C na superficie de carcacas bovinas no
Frigorifico A, durante as operacdes de sangria (P1), esfola (P2), evisceracdo (P3) e lavagem pré-

resfriamento (P4)

Nas Fig. 16 e 17 sdo apresentados os resultados das contagens médias de

micro-organismos indicadores nas amostras de carcacas bovinas coletadas no

Frigorifico B.

Contagens médias de E. coli
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Figura 16 - Contagens médias de E. coli a 35(x1)°C na superficie de carcacas bovinas abatidas no
Frigorifico B, durante as operacdes de sangria (P1), esfola (P2), evisceracdo (P3) e lavagem pré-

resfriamento (P4).
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Contagens médias de Coliformes totais
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Figura 17 - Contagens médias de coliformes totais a 35(x1)°C na superficie de carcacas bovinas no
Frigorifico B, durante as operacfes de sangria (P1), esfola (P2), evisceracdo (P3) e lavagem preé-
resfriamento (P4).

Considerando os resultados obtidos pelo teste Newman-Keuls, foi possivel
verificar que no Frigorifico B, ndo houve diferenca significativa na contaminagéo por
E. coli e coliformes totais nas etapas apoés a esfola e apds lavagem pré-resfriamento
das carcacas (p>0,05). Ja no Frigorifico A, apenas a contaminacao registrada apoés a
sangria diferiu significativamente em relagdo aos demais pontos amostrados
(p<0,01). Neste ultimo frigorifico, as contagens médias verificadas nos pontos
equivalentes a esfola, evisceracao e lavagem nao diferiram estatisticamente entre si,
demonstrando que apdés o Ponto 1 verificou-se uma reducdo na contaminacao, a
gual manteve-se constante ao longo das etapas de abate.

Nas tab. 6 e 7 comparam-se as contagens médias de E. coli e coliformes

totais verificadas nos pontos de amostragens nos Frigorificos A e B.

Tabela 6 - Contagens médias de E. coli (log UFC.cm"z) verificadas ap0s as operagdes de sangria,
esfola, evisceracdo e lavagem das carcacas nos Frigorificos A e B.

Sangria Esfola Evisceracao Lavagem
Frigorifico A 2,47 £ 0,92 1,14+ 0,15 1,22+0,37 1,14 +0,00001
Frigorifico B 3,63 +0,67 1,52 +0,63 1,85+ 0,62 1,46 + 0,46

(one way ANOVA//Neuman-Keuls)
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Tabela 7 - Contagens médias (log UFC.Cm'Z) de coliformes totais verificadas apos as operagfes de
sangria, esfola, evisceragdo e lavagem das carcacgas nos Frigorificos A e B.

Sangria Esfola Evisceracao Lavagem

Frigorifico A 2,49+0,94 1,2+0,29 1,2+0,37 1,12 + 0,06
Frigorifico B 3,70 £ 0,69 1,57 + 0,67 2,07 £ 0,65 1,56 + 0,53

(one way ANOVA//Neuman-Keuls)

E valido ressaltar que a legislacéo brasileira ndo estabelece padrdes para a
contaminacdo por coliformes totais e E. coli em carcacas bovinas, portanto, as
contagens obtidas nas carcacas ao longo da linha de abate, serdo comparados com
resultados obtidos em pesquisas semelhantes.

Conforme pode ser observado nas tab. 5 e 6, as amostragens ap0s a sangria,
foram as que apresentaram as maiores concentracdes microbianas para E. coli e
coliformes totais, tanto no Frigorifico A quanto no Frigorifico B. Isso pode ser
justificado pelo fato da amostragem ter sido realizada no couro e este ser carreador
de fezes e demais sujidades, contribuindo para o aumento da carga microbiana.

Jardim, Silva e Ramos (2004), analisaram 20 carcacas bovinas em trés
etapas do processo de abate, e também encontraram valores médios superiores
apo0s a sangria, quando comparados a outras etapas, tanto para coliformes totais
(1,23 log UFC.cm™) como para E. coli (0,75 log UFC.cm™). Resultado semelhante
foi obtido por Jardim et al. (2006) que verificaram contagens médias de 1,27 e 0,86
logl0 UFC.cm™ para coliformes totais e E. coli, respectivamente, antes da etapa de
esfola, indicando que o couro é uma importante fonte de contaminacao.

Na amostragem apos a esfola verificou-se uma reducéo significativa (p<
0,001) nos niveis de concentragéo microbiana, com média de 1,2 log UFC.cm™ para
coliformes totais e 1,14 log UFC.cm™ para contagem de E. coli. no Frigorifico A, e
1,57 log UFC.cm™ para coliformes totais e 1,52 log UFC.cm™ para E. coli, no
Frigorifico B, indicando que no processo de retirada do couro foram carreados parte
dos micro-organismos presentes para a carcaca.

Com objetivo de identificar pontos criticos de controle no processo de
producdo de carne moida, Gill, Bryant e Landers (2003) analisaram 25 carcagas
bovinas apds a esfola em um abatedouro, e obtiveram valores médios de 3,27 log10
UFC.2.500 cm™ para coliformes totais e 3,16 log10 UFC.2.500 cm™ para E. coli.
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A populacdo microbiana na superficie de carcagas bovinas em diferentes
estagios do abate foi determinada por Bacon et al. (2000), os quais obtiveram
valores (log UFC.cm™) variando de 4,0 a 5,9 para coliformes totais e 3,5 a 5,5 para
E. coli nas carcagas antes da esfola (couro). O nivel de contaminacdo observado
apés a esfola estava na faixa de 1,0 a 4,0 e 06 a 3,3 log UFC.cm?
respectivamente, para coliformes totais e E. coli.

Observou-se que no Frigorifico A ndo houve diferenca estatistica na
contaminagdo por micro-organismos indicadores de higiene entre as etapas de
esfola e evisceracgdo, inferindo que o processo de remocédo das visceras ndo elevou
a carga microbiana das carcacas. Porém, no Frigorifico B, verificou-se um aumento
significativo na contaminagcdo ap0s a evisceracdo quando comparado a etapa da
esfola. As contagens médias para coliformes totais e E. coli foram de 2,07 log
UFC.cm? e 1,85 log UFC.cm?, respectivamente. Este fato pode ser resultante de
contaminacdo cruzada pelo contato com utensilios e equipamentos contaminados,
além do intenso manuseio ao qual a carcaca é submetida. Aliado a isso, micro-
organismos podem contaminar a carcaca durante a evisceracao devido ao contato
com conteudo gastrintestinal e a contaminacdo oral esofasica (BORCH,;
NESBAKKEN; CHRISTENSEN, 2006; JARDIM et al., 2006).

Jardim et al., (2006) avaliaram 40 bovinos durante as operagbes de abate
(antes da esfola, apos a esfola e ap6s a lavagem) e observaram aumento discreto
nas contagens meédias de micro-organismos indicadores nas etapas apds a esfola,
indicando que o0s processos subsequentes a remocao do couro constituiam
provaveis fontes de contaminacdo, como a evisceracdo, que € considerada um
ponto critico no processo.

No Frigorifico B verificou-se que na etapa de lavagem das carcacas antes de
entrarem na refrigeracdo, houve diminuicdo significativa das concentracdes
microbianas para coliformes totais e E.coli, quando comparadas as amostragens
realizadas apés evisceragdo. No Frigorifico A ndo houve diferenca estatistica na
contagem desses micro-organismos entre os Pontos 3 (evisceragao) e 4 (lavagem).
Contudo, vale ressaltar que a contaminacdo por coliformes e E. coli foi maior no
Frigorifico B, em todos os pontos de amostragens, refletindo as diferencas
existentes no rigor do controle sanitario em estabelecimentos com distintos niveis de

inspecéao.
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Baseando-se nos critérios do Meat Industry Guidelines (FOOD STANDARDS
AGENCY, 2002) para coliformes totais e E. coli, os quais consideram contagens
satisfatorias quando o logl0 é menor que 0,8, aceitavel entre 0,8 e 1,8 e
insatisfatorio quando o logl0 € maior que 1,8, verifica-se que os resultados obtidos
apos a etapa de lavagem, em ambos os Frigorificos avaliados, sdo considerados
aceitveis quanto a presenca desses micro-organismos. Contudo, as concentracdes
microbianas apos a lavagem, sdo classificadas como satisfatorias ao comparar 0s
valores obtidos com os critérios estabelecidos pelo MAPA, quando iniciou a
implantacdo dos programas APPCC e de Reducdo de Patégenos, o qual
considerava satisfatério, contagens de E. coli menores ou iguais a 2 log UFC.cm™
(PRATA, 2009).

As contagens médias (logl0 UFC.cm™) obtidas por JARDIM et al. (2006)
para coliformes totais e E. coli, apds a lavagem das carcacas, foram inferiores as
verificadas nesse estudo, sendo 0,55 e 0,42 logl0 UFC.cm™ respectivamente.
Estudo semelhante avaliando as condi¢Bes bacterioldégicas de 50 carcacas bovinas
apos a etapa de lavagem, foi conduzido por Gill et al. (2000), os quais obtiveram
contagens médias de 2,00 log UFC.100cm™ para coliformes e 1,50 log UFC.100cm™
paraE. coli .

Ao avaliar a presenca de micro-organismos indicadores em carcagas
resfriadas de bovinos terminados a pasto e em confinamento, Prata (2009)
constatou que 15% das amostras apresentaram valores acima de 0,8 log10 UFC.cm”
2 para coliformes totais, e 7% delas tiveram concentracdes superiores a 0,8 log10
UFC.cm™ para E. coli. Os resultados obtidos por Barros (2005) (1,49 log UFC.cm™
para coliformes totais em carcacas bovinas refrigeradas) estdo em concordancia
com os valores verificados nesse estudo, por outro lado, as médias logaritmicas
para E. coli (0,41 logUFC.cm™) observadas por Phillips et al. (2001) em carcacas
bovinas em abatedouros australianos, apontaram concentracdes bacterianas
inferiores em relag&o as verificadas nessa pesquisa.

Sumner et al. (2003) avaliaram 159 carcagas bovinas em abatedouros de
diferentes portes na Australia, e também obtiveram médias logaritmicas para
contaminacgao por E. coli inferiores as deste estudo, as quais equivaleram a 0,33 log
UFC.cm™. Rigobelo et al. (2008) pesquisaram a contaminacéo por E. coli em
carcacas bovinas durante as estacdes de chuva e seca, verificando que na etapa

apos a lavagem, 37 (32%) carcagas amostradas apresentaram E. coli.
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Os resultados encontrados nesta pesquisa corroboram com o0s obtidos por
Jardim et al. (2006), que investigaram micro-organismos indicadores na pele e
superficie de carcacas, e obtiveram niveis muito semelhantes de coliformes totais e
E. coli, tanto no couro como nas carcacas.

A partir desses resultados ressalta-se a importancia da eliminacdo e/ou
minimizacdo da ocorréncia de contaminagfes cruzadas, jA& que elevadas
concentracbes de micro-organismos indicadores de higiene, inferem a presenca de
bactérias potencialmente patogénicas, tais como Salmonella spp. e E. coli 0157:H7
(JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005).

As maiores concentragcdes microbianas encontravam-se na sangria, 0 que
reflete a importancia do controle efetivo dessa etapa, visando a qualidade
microbioldgica e a inocuidade da carcaca. No Frigorifico B, verificou-se aumento da
carga microbiana ap0s a evisceracgao, ressaltando que, neste estabelecimento, ha
necessidade de monitoramento dessa etapa, haja vista que diversos micro-
organismos de origem entérica podem contaminar a carcaca se essa operacao nao
for realizada adequadamente. Observou-se, ainda, que as etapas de esfola e
lavagem da carcaca antes do resfriamento, sdo fundamentais para minimizar a

concentracdo microbiana adquirida durante as etapas de abate.
3.2 Ambiente de processamento e cortes carneos embalados a vacuo
Os resultados das contagens médias de micro-organismos indicadores nos

cortes carneos e no ambiente de processamento, amostrados no Frigorifico B,

podem ser visualizados nas Fig. 18 e 19.
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Figura 18 - Contagens médias de E. coli no ambiente e em cortes carneos amostrados no Frigorifico
B: P1 (Mesa Antes do Processamento), P2 (Mesa Durante o Processamento), P3 (Faca Antes do
Processamento), P4 (faca Durante o Processamento), P5 (Serra A, de abertura do esterno), P6
(Serra B, de divisdo das carcacas), P7 (Mdo antes do Processamento), P8 (Mao Durante o
Processamento), P9 (Alcatra) e P10 (Filé).
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Figura 19 - Contagens médias de coliformes totais no ambiente e cortes carneos amostrados no
Frigorifico B:P1 (Mesa Antes do Processamento), P2 (Mesa Durante o Processamento), P3 (Faca
Antes do Processamento), P4 (faca Durante o Processamento), P5 (Serra A, de abertura do esterno),
P6 (Serra B, de divisdo das carcagas), P7 (M&o antes do Processamento), P8 (Mao Durante o
Processamento), P9 (Alcatra) e P10 (Filé).

Na tab. 8 comparam-se as contagens médias e o desvio-padréo obtidos na
enumeracgdo de E. coli e coliformes totais no ambiente de processamento e em

cortes carneos.
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Tabela 8 - Contagens médias de E. coli e de coliformes totais (log UFC.cm™ para superficies e log
UFC.mao™ para as maos) no ambiente de processamento e em cortes carneos amostrados no
Frigorifico B.

Pontos de amostragem de ambiente e cortes carneos

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10

1,602 1,602 1,602 2,618 1,968 1,843 2,114 2,447 1,241 1,485
+ + + + + + + + + +

0,000 0,000 0,000 1,952 0,818 0329 0000 0744 0,310 0,909

E.coli

1,602 2,297 2,806 2,703 2,597 2,097 2,114 2962 1,328 1,655

Coliformes * * * * * * * * * *
totais 0,000 1555 1573 1973 1,396 0573 0,000 0,628 0,524 0,978

*P1 (Mesa Antes do Processamento), P2 (Mesa Durante o Processamento), P3 (Faca Antes do
Processamento), P4 (faca Durante o Processamento), P5 (Serra A, de abertura do esterno), P6
(Serra B, de divisdo das carcacas), P7 (Méo antes do Processamento), P8 (Mdo Durante o
Processamento), P9 (Alcatra) e P10 (Filé).

(one way ANOVA//Neuman-Keuls)

Considerando os resultados obtidos pelo teste Newman-Keuls, observou-se
que nao houve diferenca estatistica entre a contaminacédo por E. coli verificada nas
amostras de ambiente de processamento e nos cortes finais (p>0,05). Resultado
semelhante foi obtido comparando as contagens de coliformes totais, as quais
também ndo diferiram significativamente entre si. Portanto, observou-se que hé
relacdo direta entre as concentragdes dos micro-organismos indicadores de higiene
nos cortes de filé mignon e alcatra, com aquelas encontradas nas superficies que
entram em contato com a carne no processamento.

A andlise das médias das contagens dos micro-organismos indicadores
pesquisados por Barros (2005) em produtos carneos, demonstrou que as
contamina¢des aumentaram a medida que a carne foi sendo processada. O autor
concluiu que as concentracdes microbianas das carcacas e dos cortes foram
menores que as contaminagbes da carne moida e dos embutidos, indicando
incorporacdo de micro-organismos ao longo do processamento. Os resultados
obtidos por Barros (2005) estdo em concordancia com 0s observados nesta
pesquisa, haja vista que comparando a contaminagdo média das carcagas apos a
lavagem pré-resfriamento no Frigorifico B (1,46 + 0,46 log UFC.cm™ para E. coli e
1,56+ 0,53 log UFC.cm? para coliformes totais) com as contagens médias

verificadas nos cortes finais (filé e alcatra), fica evidente que o ambiente de
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processamento (utensilios e manipuladores) contribui para o aumento nas
concentragdes bacterianas do produto final.

Prata (2009) relata que o Servico de Inspecdo de Produtos Agropecuarios
(SIPAG), do Estado de Sao Paulo, classifica os cortes de carne bovina in natura,
com relacdo a coliformes totais, em ideal (<3,0 log10), toleravel (3,0-4,0 log10) e
intoleravel (>4,0 logl0). Nesse sentido, observa-se que as amostras de cortes
carneos avaliados (filé e alcatra) apresentaram contagens médias dentro do
parametro considerado “ideal” quanto a enumeragdo de coliformes totais.
Considerando as contagens de E. coli, 0 SIPAG considera resultados ideais quando
os valores registrados apresentam-se abaixo de 1,0 log10, toleraveis acima de 1,0
log10, e intoleraveis para contagens superiores a 2,0 logl0 (PRATA, 2009). Com
base no exposto, nesse quesito, os cortes de filé e alcatra se enquadram na
classificagdo considerada “toleravel”, visto que as contagens médias de E. coli,
foram de 1,485 + 0,909 log UFC.cm? e 1,241 # 0,310 log UFC.cm?
respectivamente.

Ainda que a contaminacéo verificada nos cortes tenha sido considerada ideal
em relacdo as contagens de coliformes, e toleravel quanto a presenca de E. coli,
infere-se que a carga microbiana existente seja resultante de contaminacgéo cruzada
pelo contato com a superficie de utensilios e, principalmente, com as maos dos
manipuladores durante a execucéo dos cortes, devido ao intenso manuseio a que 0s
estes sdo submetidos.

Barros (2005) avaliou microbiologicamente 443 amostras de carne bovina,
provenientes da regido norte do Parana, e observou que a concentracdo de
coliformes totais variou de 2 a 4 log UFC.cm™ e, para E. coli, os valores foram
menores que 2 log UFC.cm™, semelhante aos resultados obtidos nessa pesquisa.
Esse mesmo autor avaliou a contaminagdo por micro-organismos indicadores de
higiene em plantas de processamento de carne bovina in natura, e verificou que a
média de contaminacdo por coliformes totais nos equipamentos foi de 2,55 log
UFC.cm™ com valores minimos abaixo de 1 log UFC.cm? e méaximos de 7 log
UFC.cm™. Segundo aquele autor, a média das contagens de E. coli foi de 1,80 log
UFC.cm™, com niveis minimos de 0,48 log UFC.cm™ e maximos de 5,72 log
UFC.cm™. Os equipamentos com as maiores médias de contaminacéo por E. coli

foram ganchos, misturadores, moedores, facas e cubas de aco inoxidavel.
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Barros et al. (2007b) registraram contagens médias de coliformes totais e de
E. coli, inferiores (2,36 e 1,93 log UFC.cm™) as encontradas nas amostras de facas
nesse estudo (2,703 e 2,618 log UFC.cm, respectivamente). Os autores verificaram
gue nos estabelecimentos avaliados néo era realizada a higienizacdo das facas
durante os procedimentos de desossa e preparo de cortes, sendo que somente em
algumas plataformas (sangria, evisceracdo e linha de inspecéo) era realizada a
imersdo das facas em agua quente.

O autor constatou ainda, que a contaminacgéo por coliformes totais e por E.
coli nas mesas utilizadas na desossa foi de 2,50 e 1,73 log UFC.cm?,
respectivamente, valores semelhantes as contagens obtidas neste estudo (2,297 e
1,602 log UFC.cm™). Em contrapartida, os valores verificados em serras, tanto para
E. coli (1,29 log UFC.cm®) quanto para coliformes totais (1,95 log UFC.cm™)
estavam abaixo dos resultados desta pesquisa, onde as Serras A e B apresentaram
1,968 e 1,843 log UFC.cm™ para E. coli e 2,597 e 2,097 log UFC.cm™ para
coliformes totais, respectivamente (BARROS et al. 2007b).

Observando-se os resultados das analises da quantificacdo de E. coli nas
maos dos manipuladores, tem-se um quadro preocupante no Frigorifico avaliado,
haja vista que estas apresentavam-se contaminadas com esse micro-organismo,
mesmo antes de se iniciar o processamento: as médias encontradas foram de 2,114
logUFC.m&o™ antes de iniciar o processo e 2,447 logUFC.m&o™* durante as
operacdes de corte. Esses resultados denotam higienizacdo inadequada e falta de
informacédo correta dos manipuladores, os quais contribuem, portanto, para o
aumento na concentracao microbiana, inclusive com patégenos, dos cortes finais.

Segundo Silva Junior (2001), para que a higiene das maos seja considerada
satisfatoria ha necessidade da auséncia de coliformes a 45°C. Contudo, esses
micro-organismos tém sido frequentemente isolados das maos dos manipuladores
de alimentos (OLIVEIRA; VIEIRA, 2003) refletindo um perfil higiénico-sanitario
insatisfatério quanto a contaminacdo microbiana (OLIVEIRA et al.,, 2008), e
evidenciando a importdncia da orientacdo do manipulador de alimentos,
particularmente sobre Boas Praticas de Fabricacdo (GOMES-NEVES et al., 2011)

Oliveira et al. (2008), avaliaram as condi¢cdes higiénico-sanitarias de
maquinas de moer carne e de mdos de manipuladores, encontrando valores de
coliformes a 45°C semelhantes aos verificados nas maos dos manipuladores neste

estudo, os quais oscilaram entre 1,17 e 3,66 logUFC.m&0™. Mesquita et al. (2006)
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concluiram que a contaminacdo de bancadas e de maos de manipuladores por
coliformes a 45°C em Unidade de Alimentacdo e Nutricdo (UAN), resultou da
contaminagcdo cruzada com a matéria-prima utilizada (frango in-natura), visto que
antes de iniciar o processamento, 0 micro-organismo ndo foi identificado nesses

pontos de amostragem.

4. Relacdo entre a presenca de L. monocytogenes e micro-organismos

indicadores de higiene

Ao avaliar-se a concentracao de micro-organismos indicadores de higiene nas
duas carcacas em que L. monocytogenes foi isolada (Frigorifico B), verificou-se
contagens médias de 1,81 log UFC.cm™ para E. coli e 1,84 log UFC.cm™ para
coliformes totais. Considerando os pontos em que L. innocua foi isolada no
Frigorifico B, observaram-se concentracdes médias superiores de micro-organismos
indicadores (3,00 log UFC.cm™ para E. coli e 3,07 log UFC.cm™ para coliformes
totais). Essas diferencas séo atribuidas ao fato dos isolados de L. monocytogenes
serem oriundos de carcacas amostradas apos a lavagem, enquanto que 60% dos
isolados de L. innocua foram identificados apds a sangria, que corresponde a etapa
cuja contaminacdao foi mais significativa em relacdo aos demais pontos amostrados.

Comportamento semelhante foi observado no Frigorifico A, em que 87,5%
dos isolados de L. innocua foram detectados na etapa imediatamente apds a
sangria, a qual corresponde ao ponto em que se observou as maiores
concentracbes bacterianas durante a linha de abate. Nas carcacas contaminadas
com L. innocua, a concentracdo média foi de 2,2 log UFC.cm™, tanto para E. coli
como para coliformes totais.

Ao considerar as amostras do ambiente de processamento em que L.
monocytogenes foi identificada (faca antes do inicio das atividades, mesas antes e
durante o processamento dos cortes) observou-se concentracdes médias de 1,6 log
UFC.cm™ para E. coli e 1,8 log UFC.cm™ para coliformes totais. Nota-se que esses
valores se assemelham as contagens médias de micro-organismos indicadores,
registrados nas carcagas em que o patégeno foi isolado.

Nos cortes finais de filé mignon e alcatra nos quais se isolou L. innocua, as
concentracdes médias de E. coli e coliformes totais foram de 1,7 e 1,8 log UFC.cm?,

respectivamente. Esses valores estdo abaixo dos niveis de contaminagao
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encontrados por Barros (2005), em carnes e derivados carneos, que encontrou
niveis de contaminagdo por coliformes totais variando entre 2 a 4 log UFC.cm™ e
concentracdes de E. coli inferiores a 2 log UFC.cm™, nas amostras em que L.
innocua foi isolada.

Nas amostras de ambiente de processamento que apresentaram presenca de
L. innocua, foram observadas concentracdes microbianas superiores, tanto para E.
coli como para coliformes totais (2,43 e 3,03 log UFC.cm, respectivamente) quando
comparadas as contagens médias verificadas nas amostras em que L.
monocytogenes foi identificada.

Esses resultados sdo equiparaveis aos obtidos por Barros (2005) que isolou
L. innocua em amostras de equipamentos e instalacdes nas quais se observaram
predominio de niveis elevados de contaminacao por coliformes totais e E. coli. Em
relagdo aos coliformes totais, os niveis de contaminacdo mais frequentes nas
amostras avaliadas por aquele autor, foram maiores do que 4 log UFC.cm™ (66,7%)
enquanto que as concentracdes de E. coli estiveram acima de 3 log UFC.cm™ em
50% das amostras.

Neste contexto, infere-se que nos Frigorificos avaliados, L. innocua aparentou
ser mais adaptada ao ambiente do que L. monocytogenes, tendo em vista que a
espécie nao-patogénica foi isolada em amostras com elevadas concentracfes de
micro-organismos indicadores de higiene, denotando maior resisténcia frente a
microbiota competidora. Em seu experimento, Pinto (2008) constatou que ainda que
L. innocua tenha sofrido reducédo de um ciclo logaritmico, a microbiota endégena néo
foi capaz de eliminar o micro-organismo que demonstou resisténcia frente a
microbiota competidora.

O isolamento de L. monocytogenes ndo esteve associado a elevadas
concentracbes de micro-organismos indicadores, haja vista que as contagens
obtidas para esses ultimos micro-organismos denotam resultados satisfatérios, de
acordo com Prata (2009). Esses resultados também corroboram a pesquisa
realizada por Chiarini (2009) que observou que L. monocytogenes estava
amplamente distribuida em diversas areas de um abatedouro de aves, com maior
ocorréncia nas salas de corte, nas quais a limpeza era realizada com maior
frequéncia quando comparada com as demais areas avaliadas, o que reduzia a

microbiota competidora e favorecia o desenvolvimento do patégeno.
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Estudos tém demonstrado que amostras coletadas de superficies
visivelmente limpas apresentam maior presenca de L. monocytogenes quando
comparadas com amostras provenientes de superficies com sujidades. Isso reforca
a idéia errbnea de que a limpeza inadequada na area de processamento pode
contribuir para o aumento da populagcdo de outros micro-organismos, mas para a
diminuicdo da ocorréncia de L. monocytogenes (CHIARINI, 2007; LOPEZ et al,
2008). Nesse sentido, Al-Zeyara, Basil Jarvis e Mackey (2010) avaliaram o efeito
inibitério da microbiota natural do alimento sobre o crescimento de
L. monocytogenes em caldos de enriquecimento, e verificaram que a capacidade de
baixos niumeros de L. monocytogenes alcancarem altas concentracdes de células é
altamente dependente do numero total e tipo de micro-organismo competidor
inicialmente presente no meio.

Barros (2007a) avaliou a relacdo entre a presenca de Listeria spp. e 0s niveis
da microbiota acompanhante em carnes e plantas de processamento, e verificou que
nao houve interferéncia dos micro-organismos indicadores pesquisados, sobre a
deteccdo de L. monocytogenes, haja vista que o patdgeno foi isolado de amostras
que apresentaram contamina¢do multiespécies em niveis elevados.

Comparando a enumeracao de coliformes termotolerantes com a presenca de
L. monocytogenes, Salmonella spp. e Campylobacter spp., Costa (2010) constatou
gue a presenca dos patégenos foi mais expressiva nas amostras com maior numero
de coliformes termotolerantes, sendo que essa correlacdo ficou mais evidente para
L. monocytogenes e Salmonella spp., do que Campylobacter spp. Entretanto, o autor
verificou que em 47,1% das amostras avaliadas, as contagens de coliformes
termotolerantes foram inferiores a 3 NMP.g™? e, mesmo assim, apresentaram a
presenca dos patégenos, demonstrando que a auséncia de bactérias indicadoras em

produtos carneos néo significa auséncia de micro-organismo patogénicos.



CONCLUSOES

Nos Frigorificos A e B, as etapas na linha de abate e 0 ambiente de processamento
do Frigorifico B, ndo mostraram ser um fator de risco em relacdo a contaminacao por
E. coli O157:H7, visto que o0 patdégeno ndo foi isolado nesses pontos de

amostragem;

No frigorifico A, as espécies ndo patogénicas de Listeria foram isoladas somente
apos as etapas de sangria e evisceracdo, demonstrando que a lavagem foi eficiente
na reducdo da contaminacdo microbiana adquirida durante as etapas de abate;

A presenca de L. monocytogenes verificada apos a etapa de lavagem e no ambiente
de processamento no Frigorifico B, denota a necessidade de readequacfes dos

processos operacionais;

As maiores concentracdes de micro-organismos indicadores encontravam-se na
sangria e, considerando o Frigorifico B, também apds a evisceracao, sendo estes
pontos criticos com relacdo a contaminagdo microbiana das carcacas. As etapas de
esfola e lavagem pré-resfriamento sdo fundamentais para minimizar a concentracao

bacteriana adquirida durante as etapas de abate;

Ha relacdo direta entre as concentragcdes dos micro-organismos indicadores de
higiene nos cortes de filé mignon e alcatra, com aquelas encontradas nas superficies
que entram em contato com a carne no processamento, demonstrando que
utensilios e manipuladores contribuem para 0 aumento nas concentracdes

bacterianas do produto final;

A presenca de L. monocytogenes esteve relacionada a amostras que apresentaram
baixas concentracdes microbianas de coliformes e E. coli inferindo que a reducéo da

microbiota competidora favoreceu o desenvolvimento do patégeno.
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Apéndice A: Tratamento inicial das amostras de carcacas bovinas.

: "
A A
200mL APS 0,1% / L \:OmL

Centrifugacdo (1000xg)
[ - -
Detec¢dode E. coli 0157:H7 | «—— __ | Isolamentode
Listeriaspp.

Enumeracaode Indicadoresde Higiene




Apéndice B: Enumeracéo de micro-organismos indicadores de higiene

ImL

10 mL APS 0,1%

35°C / 24 horas
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Apéndice C: Pesquisa de Listeria spp.

E:/] Oxford
s 10 mL Half Fraser o n / e

0,1mL

_,U\

30°C/24h

_—

=] Cromogénio
Fraser : 35°C/48 h

- s
= .

Provas Bioquimicas
mmm—"

— TSA/YE
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Apéndice D: Deteccéo de E. coli O157:H7

- i 41,5°C/24 h

—_— — Separacdo Imunomagnética

10mL mTSB+N

SMAC SMAC-CT

35°C/24 h

l
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Anexo A: Informacdes sobre as carcacas bovinas amostradas nos Frigorificos

04/08/2010 32**
04/08/2010 33**
04/08/2010 34**
04/08/2010 35**
04/08/2010 36**
04/08/2010 37**
04/08/2010 38**

Santa Vitoria
Santa Vitéria
Santa Vitoria
Santa Vitoria
Santa Vitoria
Santa Vitoria
Sao Gabriel

Data Animal Lote Sexo Procedéncia
Coleta (ID) (Municipio)
05/04/2010 01* 2 M Rio Grande
05/04/2010 02* 2 M Rio Grande
05/04/2010 03* 3 F Jaguardo
05/04/2010 04* 3 F Jaguardo
05/04/2010 05* 3 F Jaguardo
27/04/2010 06> 1 M D. Pedrito
27/04/2010 07+ 1 M D. Pedrito
27/04/2010 08* 1 M D. Pedrito
27/04/2010 09* 1 M D. Pedrito
27/04/2010 10* 1 M D. Pedrito
27/04/2010 11* 1 M D. Pedrito
27/04/2010 12* 1 M D. Pedrito
27/04/2010 13* 1 M D. Pedrito
18/05/2010 14* 1 F Rio Grande
18/05/2010 15* 1 F Rio Grande
18/05/2010 16* 1 F Rio Grande
18/05/2010 17* 1 F Rio Grande
18/05/2010 18* 1 F Rio Grande
18/05/2010 19* 1 F Rio Grande
09/06/2010 20** 1 M Rio Grande
09/06/2010 21** 1 M Rio Grande
09/06/2010 22%* 1 M Rio Grande
09/06/2010 23** 1 M Rio Grande
09/06/2010 24** 1 M Rio Grande
29/06/2010 25* 1 M Pedro Os6rio
29/06/2010 26* 1 M Pedro Osorio
29/06/2010 27* 1 M Pedro Os6rio
29/06/2010 28* 1 M Pedro Osorio
29/06/2010 29* 1 M Pedro Os6rio
29/06/2010 30* 1 M Pedro Osorio
29/06/2010 31* 1 M Pedro Os6rio
2 M
2 M
2 M
2 M
2 M
2 M
3 F
05/10/2010 39* 1 M Arroio Grande
05/10/2010 40* 1 M Arroio Grande
05/10/2010 41* 1 M Arroio Grande
05/10/2010 42* 1 M Arroio Grande
24/11/2010 43** 2 M Santa Maria
24/11/2010 44** 2 M Santa Maria
24/11/2010 45%* 2 M Santa Maria




109

24/11/2010 46** 3 M Santa Vitéria
24/11/2010 47** 3 M Santa Vitoria
24/11/2010 48%** 3 M Santa Vitéria
24/11/2010 49** 3 M Santa Vitéria
24/11/2010 50** 3 M Santa Vitéria
24/11/2010 51** 3 M Santa Vitéria
24/11/2010 52** 3 M Santa Vitéria
11/01/2011 53* 7 F Santa Vitéria
11/01/2011 54* 7 F Santa Vitéria
11/01/2011 55* 7 F Santa Vitoria
11/01/2011 56* 7 F Santa Vitéria
11/01/2011 57* 7 F Santa Vitoria
11/01/2011 58* 7 F Santa Vitéria
11/01/2011 59* 8 F Santa Vitéria
11/01/2011 60* 8 F Santa Vitéria

** Carcagas amostradas no Frigorifico A
* Carcagas amostradas no Frigorifico B



