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Listeria monocytogenes, E. coli 0157, Salmonella spp. e microrganismos indicadores em
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RESUMO

Foram colhidas amostras de 100 carcacas em um frigorifico exportador, localizado no interior do estado
de Séo Paulo, amostradas ao longo de um ano, por meio do método de esponjas, aplicado na regido do
peito do animal. As amostras foram colhidas em trés pontos, denominados A, B e C, sendo cada carcaca
amostrada nos trés pontos, localizados nas etapas: pds-sangria (A); pés-esfola (B) e pés-lavagem (C).
Foram realizadas pesquisas de Listeria sp., E. coli 0157, Salmonella spp. e microrganismos indicadores
(Petrifilms® AC, EC e EB). N&o foram isolados Listeria ou E. coli 0157 em nenhuma das 300 amostras.
Salmonella spp. foi isolada em nove, sendo oito no ponto A e uma no ponto B. Para meso6filos, as
contagens variaram de 0 a 6,8 log UFC/cm?, para coliformes totais, de 0 a 4,57 log UFC/cm? , e para E.
coli, de 0 a 4,38 log UFC/cm?. Diante dos resultados obtidos e em comparacdo com a literatura, conclui-
se que o estabelecimento estudado apresenta qualidade, tanto sanitaria (devido as baixas prevaléncias dos
patdgenos) quanto higiénica (devido a acentuada diminuigdo da carga microbiana de indicadores ao longo
da linha).
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ABSTRACT

Samples were collected from 100 carcasses in a slaughterhouse exporter, located within the State of Séo
Paulo, sampled over a year through the sponge method, applied to the chest of the animal. Samples were
taken at three points, denominated A, B and C, each carcass sampled at three points located in the
following steps: after bleeding (A) after skinning (B) and after washing (C). Research was conducted for
Listeria sp., E. coli 0157, Salmonella spp. and Micro-organism (Petrifilms ® AC, EC and EB). Listeria
or E. coli O157 were not isolated in any of the 300 samples. Salmonella spp. was isolated in nine, eight at
point A and one at point B. For Mesophiles, scores ranged from 0 to 6.8 log UFC/cm?; for Total
coliforms, 0 to 4.57 log UFC/cm? and E. coli from 0 to 4.38 log UFC/cm?. With the results obtained and
compared with the literature, it is concluded that the establishment in this study has both sanitary quality
(due to the low prevalence of pathogens) and hygienic quality (due to the sharp decrease in the microbial
load of indicators along the line.
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INTRODUCAO destaque na produgdo de alimentos destinados ao

consumo humano. O Brasil vem se consolidando

Os avangos técnico-cientificos observados nas como o maior exportador mundial de carne

Ultimas duas décadas contribuiram para o bovina. Hoje ele exporta para mais de 180 paises

aumento dos indices de produtividade dos e destina anualmente 117.121 toneladas para a
animais, sendo 0 bovino uma espécie em Unido Europeia (Abiec, 2010).
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A fim de se verificar a qualidade e inocuidade
final dos produtos, os sistemas de controle de
qualidade utilizados na producéo de carne bovina
levam em consideracdo diferentes pardmetros
microbiolégicos, sendo 0s microrganismos
indicadores bastante utilizados para esse fim,
como os aerobios mesotfilos e coliformes. A
Comunidade Europeia, por exemplo, determina
a enumeracdo de aerébios mesdfilos e
enterobactérias, além de pesquisa de Salmonella
spp., em carcacas bovinas, como medidas de
verificacdo da qualidade microbioldgica do
processo de abate (Comission Regulation - EC,
2007). No caso do Brasil, os padrfes geralmente
sdo seguidos de acordo com as exigéncias de
cada mercado importador, ja que ha somente um
pardmetro microbioldgico (Salmonella spp.)
preconizado pela resolucdo do colegiado (RDC
n° 12) para a carne bovina produzida e
comercializada in natura no pais (Brasil, 2001).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude
(OMS), aproximadamente 75% das doencas que
tém afetado o homem nos Ultimos 10 anos sdo
ocasionadas por patégenos presentes em animais
ou em produtos de origem animal. Muitas dessas
doencas tornam-se um problema global devido
ao seu alto potencial de disseminagdo (World,
2010).

O tecido muscular de animais sadios €
considerado, em situagBes normais, estéril, livre
de contaminagdo por qualquer microrganismo.
Ap6s 0 abate e em decorréncia de varias
operacBes envolvidas na obtencdo final das
carcacas e dos cortes, a carne passa a apresentar
uma microbiota bastante variavel, uma vez
que pode se tornar sujeita a contaminagdes
provenientes de  diferentes  fontes. A
contaminagdo microbiolégica das carcagas
bovinas ocorre principalmente durante o
processamento e a manipulagdo, nas etapas de
esfola, evisceragdo, processamento de cortes,
embalagem, estocagem e distribuicdo dentro de
um frigorifico e para pontos comerciais (Gill,
1998).

As primeiras incisdes na pele, bem como parte
da esfola, sdo realizadas com faca, que pode ser
contaminada pela superficie da carcaga. Outras
contaminagdes, nesta fase do trabalho, sdo
provenientes do contato da superficie da carcaga
com a pele ja separada ou com as maos dos
operarios (Roga, 2004).
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A contaminacdo da carne bovina por patdgenos e
por microrganismos indicadores de higiene
pode ocorrer em diferentes etapas do abate
e do processamento de produtos carneos.
Muitos desses microrganismos sdo constituintes
naturais da microbiota intestinal de bovinos, e
procedimentos ndo adequados na linha de abate
podem determinar rupturas de alcas intestinais e
contaminacdo das carcacas (Gill, 1998).

Diante do cenério descrito, este trabalho se
justifica, pois pode revelar, de forma dinamica,
as condicGes higiénico-sanitarias ao longo
de uma linha de abate de bovinos, por meio
da identificacdo e enumeracdo de pat6genos
e microrganismos indicadores  (mesofilos,
coliformes totais e Escherichia coli). Esses dados
atuam como parametros e ferramentas, 0s quais
poderdo subsidiar um conjunto de praticas e
acoes que visem a manutencdo da condicdo
brasileira frente ao mercado internacional, com
expectativa de aumento da producdo de forma
segura e responsavel.

MATERIAL E METODOS

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

Para cada patégeno pesquisado (Listeria
monocytogenes, Escherichia coli O 157 e
Salmonella spp.), foi obtido um total de 300
amostras para cada um (trés pontos por animal x
100 carcacas analisadas).

Para amostragem, utilizou-se o método de
esponjas, aplicado na regido do peito do animal.
As esponjas estéreis apresentavam-se embaladas
individualmente e foram previamente hidratadas
com 10mL de salina 0,9%, sempre no dia
anterior as coletas. As amostras foram
colhidas em trés pontos do processo de abate,
denominados A, B e C, sendo cada carcaca
amostrada nos trés pontos, localizados na linha
de abate nas etapas: pds-sangria (A); pos-esfola
(B) e pbs-lavagem (C).

Em cada ponto, foram amostradas quatro areas
de 100cm?, com auxilio de quatro esponjas, que
foram depositadas em uma Unica bolsa plastica
estéril. As esponjas foram aplicadas na regido do
peito do animal em forma de esfregaco (técnica
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ndo destrutiva), perfazendo uma éarea total de
400cm? e de acordo com recomendacdes
vigentes na Comunidade Europeia (Comission
Regulation — EC, 2007). Em seguida, as
amostras  foram transferidas para caixas
isotérmicas contendo gelo reciclavel e
transportadas ao Laboratorio de Pesquisa da
Disciplina de Inspecdo Sanitéria de Alimentos de
Origem Animal da Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia (FMVZ) da Unesp,
campus de Botucatu, imediatamente apds a
colheita.

No laboratdrio, foram adicionados 160mL de
solucdo salina peptonada a cada bolsa pléstica,
sendo a mistura homogeneizada em Stomacher®
por 60 segundos. De cada homogenato obtido,
com o auxilio de pipetas estéreis, foram
transferidas trés aliquotas de 40mL cada para
tubos estéreis do tipo “falcon”, cada um deles
com capacidade de 50mL. Esses tubos foram
submetidos a centrifugacdo por 1000G durante
15 minutos a temperatura de 4°C.

A pesquisa e a enumeracdo de Listeria
monocytogenes foram realizadas conforme
descrito nas 1SO 11290-1 e 11290-2. O resultado
de cada andlise de deteccdo foi expresso como
auséncia ou presenca de Listeria sp./cm?.

Para a pesquisa de E.coli 0157, as amostras
foram submetidas as metodologias de detecgdo
descritas pelo Food and Drug Administration
no Bacteriological Analytical Manual (FDA,
2010) e método 1SO 16654, com modificagdes.
Uma aliquota de 40mL dos homogenatos obtidos
foi centrifugada, e o sedimento ressuspendido em
10mL de caldo triptona soja modificada
contendo novobiocina (MTSB + N), com
incubacédo a 41,5°C por seis horas e por 18-24h.
A concentragdo e a separacdo  dos
microrganismos foram realizadas utilizando-se a
técnica de separagdo imunomagnética (IMS),
empregando-se  particulas  imunomagnéticas
recobertas com anticorpos anti-0157
(Dynabeads® anti-E.coli 0157 Cat. N° 710.04 —
Invitrogen do Brasil).

Para isolamento, foram utilizados o agar
MacConkey telurito cefixima sorbitol (TM-
SMAC), o &gar de MacConkey Sorbitol e o
CHROMagar 0157 Ref. EE220 — Invitrogen do
Brasil. Quando presentes, cinco coldnias sorbitol
negativas foram submetidas a confirmagdo para
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E. coli 0157 por testes soroldgicos. O resultado
de cada analise de deteccdo foi expresso como
auséncia ou presenca de E. coli/cm®.

Para a pesquisa de Salmonella spp., foi utilizada
a metodologia descrita pela International
Organization for Standardization (ISO 6579:
2002). O resultado de cada analise de deteccdo
foi expresso como auséncia ou presenca de
Salmonella spp./cm?.

Para a enumeragdo dos microrganismos
mesofilos  aerdbios, coliformes totais e
Escherichia coli, retirou-se uma aliquota de 1mL
das misturas nas bolsas plasticas, sendo
transferida para um tubo com 9mL de solugdo
salina 0,85% e submetida a dilui¢es decimais
seriadas em solucdo salina 0,85%. A partir de
cada uma das diluicdes, transferiu-se 1mL para
placas de Petrifilm EC™ (3M do Brasil Ltda.)
para a enumeracgdo de coliformes totais e E. coli
e 1mL para placas de Petrifilm AC™ (3M do
Brasil Ltda.) para a enumeragdo de mesdfilos
aerobios, sendo ambas incubadas a 35-37°C por
24 e 48 horas. Os resultados das contagens foram
inicialmente expressos em unidades formadoras
de colénias por cm? de carcaca (UFC/cm?),
posteriormente transformados para uma escala
logaritmica de base 10.

Para produzir estatisticas descritivas, a média
geomeétrica foi usada com respectivos intervalos
de confianga 95%. Modelos lineares mistos com
medidas repetidas (Proc Mixed; SAS Institute,
2009) foram utilizados para se avaliar a diferenca
da média de cada contagem de microrganismos
indicadores entre os pontos de coleta (A, B e C).
Uma estrutura de covariancia autorregressiva
(Littell et al., 2006) foi usada para modelar a
correlacdo entre as medidas repetidas dentro da
mesma carcaca. O método de Tukey foi usado
para ajustar os valores-P relativos a comparagéo
de médias entre pontos de coleta. Significancia
estatistica foi considerada para P<0.05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, nenhuma das amostras mostrou
resultado positivo para Listeria sp.

Em 2010, Oliveira et al. isolaram uma amostra
de L. innocua dentre 20 carcacas analisadas em
um frigorifico da regido sul do estado do Rio
Grande do Sul. Em 2003, Peccio et al. isolaram,
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pela técnica do NUmero Mais Provavel (NMP),
Listeria monocytogenes de uma das 14 carcacas
analisadas em um abatedouro no nordeste da
Italia.

Por outro lado, Barros et al., em 2007, obtiveram
positividade em 27 das 151 carcagas analisadas
(17,9%) no Parand. Em 1996, 238 das 2112
carcacas analisadas pela Inspecdo Federal
Americana apresentavam L. monocytogenes.

Neste estudo, nenhuma das amostras obteve
resultado positivo para Escherichia coli O 157,
como também reportado por Madden et al., em
2001, com nenhum isolado das 200 carcacas
analisadas na Irlanda do Norte.

Tutenel et al. (2003) isolaram E coli 0157 em 25
das 2452 carcacas amostradas entre 1999 e 2001
na Bélgica. J4 em 2001, Chapmen et al. isolaram
0 patdgeno em 1,4% das carcagas amostradas na
Inglaterra ao longo de um ano. Dez anos apos,
em 2011, Rigobelo et al. isolaram 120 E coli
produtoras de toxina de Shiga de 600 carcagas
amostradas em abatedouros do sudeste do Brasil.

Foram detectadas nove amostras positivas para
Salmonella sp., sendo oito no ponto A e uma no
ponto B.

Bosilevac et al. (2009) pesquisaram em sete
abatedouros de pequeno porte, nos Estados
Unidos, a presenca de Salmonella spp. em 1950
carcacas, obtendo 58% de positividade. Brichta-
Harhayv et al. (2008), nos Estados Unidos,
detectaram o patégeno em carcagas has etapas de
pré e pds-evisceragdo em porcentagens de 50,2%
e 0,8%, respectivamente. Vanderlinde et al.
(1998), na Austrélia, pesquisaram o patdégeno em
carcacas bovinas e encontraram 1,4% de
positividade em frigorificos que destinam seus
produtos para o mercado interno e 0,27% em
amostras colhidas em frigorifico de exportacéo.
Sofos et al. (1999), em estudo realizado em sete
plantas de abate dos Estados Unidos, isolaram
1,5% de amostras positivas para Samonella spp.
em carcagas de bovinos. Keogh et al. (2001)
avaliaram 250 bovinos em abatedouro irlandés e
detectaram 7,6% de positividade para o
patdgeno. Madden et al. (2001) pesquisaram, na
Irlanda do Norte, a presenca de Samonella spp.
em 200 carcagas de bovinos, tendo detectado
somente trés carcagas positivas, resultado
semelhante ao obtido por Collobert et al. (2002),
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que, em um estabelecimento frigorifico da regido
de Calvados, na Franca, detectaram esse mesmo
patégeno em trés das 233 carcagas bovinas
avaliadas.

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

Nouichi e Hamdi (2009), na Argélia,
pesquisaram a presenga de Salmonella em trés
dreas da carcaca bovina (alcatra, peito e
antebrago). Isolaram Salmonella em sete (10%)
das carcacas bovinas, sendo o antebrago
(58,33%) e o0 peito (33,33%) as mais
contaminadas. Akkaya et al. (2008) avaliaram a
prevaléncia de Salmonella spp. em 250 carcagas
de bovinos abatidos na Turquia, sendo esta de
10%.

No presente estudo, a localizacdo dos isolados de
Salmonella confirma que a operagdo do abate foi
executada de forma higiénica, pois mostra uma
contaminacdo maior do patdégeno no inicio da
linha de abate (ponto A), com um declinio
gradual (ponto B), chegando a nulidade ao final
do processo.

Do ponto de vista sanitario e da inocuidade
de alimentos, tais dados s@0 importantes,
ja que Salmonella spp. é considerada um
dos microrganismos mais incriminados na
contaminagdo da carne bovina e como agente de
ETA envolvendo esse alimento (Jay, 2005)

Os resultados, ndo somente para Salmonella
spp., mas também em relacdo aos demais
patégenos pesquisados, mostram que as
operacOes de abate foram realizadas com base
em programas de autocontrole implementados
pelo estabelecimento avaliado, sendo que o0s
resultados obtidos atestam a sua efetividade.

Para os microrganismos indicadores, das 100
carcacas colhidas, foi obtido um total de 299
amostras (trés pontos por animal, sendo que uma
amostra no ponto C foi perdida).

Os valores gerais da Tab. 1, apresentados na
forma original (UFC/cm®) e em notacfo
logaritmica, independentemente do ponto de
coleta das amostras, permitem que se tenha uma
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visdo global das contagens dos indicadores nas
carcacas avaliadas.

Para o0s aerébios meséfilos, as analises
estatisticas demonstram que existe diferenca

estatisticamente significativa (p<0,001) entre

todos os pontos (A, B e C). Observa-se uma
tendéncia a reducéo ao longo das etapas. (Fig. 1).

Tabela 1. Medidas resumo-numéricas das contagens dos microrganismos indicadores

Mesofilos Coliformes totais E.coli
Percentis (UFC/cm?)
Min. 0 0 0
25% 50 0 0
50% 625 5 2
75% 8350 51 28
Max. 6300000 37000 24000
N 299 299 299
Média geométrica (intervalo de 803 13 9
confianga 95%) (526-1226) (9-18) (7-13)
Logl10
Média 2.90 1.10 0.97
Desvio-padrédo 1.62 1.31 1.27
Min. 0 0 0
Max. 6.80 4,57 4.38
> 4,42 2 £
: Mesofilos
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Figura 1. Representacdo da distribuicdo das médias (erro-padrdo) das contagens de mesofilos (log

UFC/mL) nos diferentes pontos de coleta.

Observa-se um discreto aumento das contagens
do ponto B para o ponto C. Alguns fatores
podem explicar essa tendéncia, como, por
exemplo: a etapa da lavagem das carcagas
disseminar uma contaminagdo existente nas areas
posteriores do animal em dire¢do as anteriores
por escoamento da agua de lavagem nesta
diregdo; outra hipotese consiste em atribuir a
contaminagdo as etapas anteriores ao chuveiro e
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posteriores a esfola, como a evisceracdo e a
serragem da carcaca ao meio; ainda ha a hipotese
de contaminacdo por meio do funcionério
responsavel pelo desvio das carcagas em direcéo
as camaras frias, pois nesta etapa as pecas ndo
s8o conduzidas automaticamente pela ndria e sim
empurradas manualmente.
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Para os coliformes totais, as anélises estatisticas
demonstram que existe diferenca estatisticamente
significativa (p<0,001) do ponto A em relacdo
aos demais (Fig. 2).

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

Contagens elevadas foram descritas por Sofos et
al. (1999), que realizaram enumeracdo de

coliformes totais pela mesma metodologia.
Contagens de até 10°UFC/cm?, mesmo
ap6s a refrigeragdo, foram detectadas em
amostras colhidas de carcagas bovinas durante o
processo de abate (pré-evisceracdo, lavagem e
refrigeragdo).

Para Escherichia coli, as analises estatisticas
demonstram que existe diferenca estatisticamente
significativa (P<0,001) do ponto A em relacdo
aos demais (Fig. 3).
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Figura 2. Representacdo da distribuicdo das médias (erro-padrdo) das contagens de coliformes totais (log

UFC/mL) nos diferentes pontos de coleta.
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Figura 3. Representacdo da distribuicdo das médias (erro-padréo) das contagens de Escherichia coli (log

UFC/mL) nos diferentes pontos de coleta.
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As contagens observadas neste estudo foram
baixas e sdo indicadoras da boa qualidade
higiénica das carcacas produzidas no abatedouro-
frigorifico em que as colheitas foram realizadas.

Lopes (2005) avaliou a ocorréncia de E. coli e
E.coli O157:H7 em 60 meia-carcagas bovinas em
dois matadouros frigorificos. Do total analisado,
19 (31,66%) foram positivas para E.coli.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos, em relagdo aos
patdgenos pesquisados, mostram que as
operacOes de abate foram realizadas com base
em programas de autocontrole implementados
pelo estabelecimento avaliado, sendo que tais
resultados atestam a sua efetividade. Para todos
0s microrganismos indicadores pesquisados,
as amostras do ponto A (pbs-sangria)
apresentaram contagens bastante superiores
guando comparadas as do B (pés-esfola) e ponto
C (pés-lavagem). Acumulo de fezes e sujidades
explicam, portanto, as contagens mais elevadas
no ponto A, refletindo uma situacdo esperada,
em que o animal entra para a sala de abate com
uma carga microbiolégica elevada sobre o
pelame. O declinio acentuado das contagens nas
etapas subsequentes revela que as condicGes de
manejo na linha de abate do frigorifico eram
adequadas e que as carcacas, ao final do processo
de abate, possuiam uma boa qualidade higiénica.
Frente aos dados obtidos e as consideragoes
discutidas neste trabalho, conclui-se que o
estabelecimento estudado apresenta qualidade no
seu processo de abate, tanto sanitaria (devido as
baixas prevaléncias dos patdgenos) quanto
higiénica (devido & acentuada diminuicdo da
carga microbiana de indicadores ao longo da
linha).
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