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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a aplicagdo de agua quente
entre 76°C e 78°C e 4cido latico a 1,5% na superficie de carcagas suinas
visando a redu¢do microbiana. Foram utilizados quatro tratamentos,
T1,T2,T3 e T4 com agua a diferentes temperaturas seguidos ou ndo de
aspersao de dacido latico. Foram utilizados e comparados métodos
diagnoésticos microbiologicos alternativos e convencional para a
deteccdo dos micro-organismos.Foram realizados swabs em carcagas
suinas naturalmente contaminadas, durante o processo normal de abate,
em um abatedouro sob Inspe¢do Federal no Estado de Santa Catarina, e
pesquisados os micro-organismos mesoéfilos aerdbios, enterobactérias,
Escherichia coli, Salmonella spp., E. coli 0157 pela metodologia
convencional, ¢ alternativas pelo PETRIFILM ™ ¢ TEMPO® . Nao
houve resultados positivos para E. coli O157. A Salmonella spp. foi
detectada em 5 (6,58%) das 76 carcacas amostradas, e os sorotipos
encontrados foram Thyphimurium, Agona e Derby. O tratamento que
demonstrou melhor redug¢do no nimero de carcagas contaminadas foi o
tratamento que consistiu em banhar as carcacas com dgua com
temperatura entre 76°C e 78°C seguido de aspersdo de acido latico na
concentracdo de 1,5%. O coeficiente de correlagio de Pearson
demonstrou correlagdes positivas (0,67 a 0,83) entre as metodologias
utilizadas para a contagem de enterobactérias e micro-organismos
mesoéfilos, porém ndo demonstrou uma boa correlagdo para o
diagnostico de E. coli (0,39). O uso dos métodos alternativos testados
em substitui¢do a metodologia convencional pode ser recomendada para
diagnoéstico de enterobactérias e micro-organismos meso6filos por haver
concordancia entre os resultados encontrados acrescido da rapidez
dessas metodologias.

Palavras-chave: Acido latico. Agua quente. Carcagas suinas.
Descontaminagao.






ABSTRACT

This study aimed to analise hot water between 76°C and 78°C, 1,5%
lactic acid on the surface of pig carcasses in order to reduce microbial
contamination. For this, was used four treatments, T1,T2,T3 and T4
with water in diferents temperatures, followed or not by lactic acid. For
microbiological diagnostic was used alternative and conventional
diagnostic methods. Swabs were performed on naturally contaminated
pigs carcasses during the normal process of slaughter in line at an
abattoir under Federal Inspection, in the State of Santa Catarina, Brazil,
and searched mesophilic aerobic micro-organisms, Enterobacteriaceae,
E. coli, Salmonella spp. and E. coli O157 from the conventional method
and alternative PETRIFILM ™ and TEMPO®. There were no positive
results for E. coli O157. Salmonella spp. was detected in 5 (6,58%) from
76 carcasses and the serotype founded was Thyphimurium, Agona e
Derby. The treatment that best shows results in reduced the number of
contaminated carcasses was that with hot water between 76°C e 78°C
followed by spraying of 1,5% lactic acid. The Pearson correlation
coefficient showed positive correlation (0,67 a 0,83) between the
methodologies used for the enumeration of Enterobacteriaceae and
mesophilic micro-organisms, but did not show a positive correlation for
the diagnosis of E. coli (0,39). The use of alternative methods to replace
the conventional method can be recommended for diagnosis of
Enterobacteriaceaec and mesophilic micro-organisms, because there was
consistency between the results and the speed was increased by the
alternative methodologies.

Keywords: Lactic acid. Hot water. Pig carcasses. Decontamination.
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1 INTRODUCAO

Devido as condigdes sanitarias dos animais destinados ao
consumo ¢ as demandas provocadas pela Segunda Guerra Mundial,
deflagrada na Europa em meados do século XX, iniciou-se, no Brasil, a
instalacdo dos primeiros abatedouros, ja com a criacdo dos Servigos de
Veterinaria, em 1915. Tais servigos eram responsaveis pela inspe¢do
sanitaria dos animais e pela sua regulamentagdo, com as primeiras
regras sobre a inspecdo ante e post mortem dos animais de abate ¢ da
higiene do processo (PARDI, 1996).

Com o objetivo de aumentar a seguranga microbiologica e a
higiene do processo de abate, a partir do ano de 1997, os
estabelecimentos de abate que funcionavam seguindo as normas do
Servico de Inspe¢do Federal no Brasil para a producdo de carne e
produtos de origem animal tiveram que implantar programas de Boas
Praticas de Fabricacdo (BPF) e programas de Analise de Perigo e Pontos
Criticos de Controle (APPCC) (BRASIL,1997). Entretanto, mesmo com
a implantagdo desses programas nos estabelecimentos de abate, fatores
como o status sanitario do rebanho, o transporte dos animais da granja
produtora até o abatedouro, o tempo de descanso no abatedouro, o jejum
e a dieta hidrica do lote antes do abate podem afetar a condi¢do
microbiolégica das carcagas suinas (HUIS in't VELD; MULDER;
SNIJDERS, 1994).

Muitos sdo os perigos que podem ser detectados na inspecdo ante
mortem dos suinos e que podem representar um risco a satde publica.
No entanto, os perigos atuais, como patégenos causadores de toxi-
infecgdes alimentares, ndo sdo detectados pela inspe¢do visual
tradicional no ante mortem ou no post mortem (SCOTT et al., 2008).

Os micro-organismos pertencentes a familia Enterobacteriaceae,
sendo a Escherichia coli e seus sorotipos patogénicos - como o0 O157 -,
juntamente com a Salmonella spp., além de outras enterobactérias, sdo
alguns dos perigos microbiologicos considerados, que devem ser
controlados na carne fresca (SOFOS, 2008; LARA et al., 2011).

A carne suina, assim como as demais carnes provenientes de
diferentes espécies animais, pode carregar esses patdgenos da granja
produtora a mesa do consumidor. A presenca desses micro-organismos
na carne é o resultado da contaminagdo dos animais vivos, dos
equipamentos, dos manipuladores ¢ do ambiente. Medidas de controle
devem ser adotadas para prevenir a dissemina¢do de patdgenos dos
animais abatidos para o homem (NESBAKKEN; SKJERVE, 1996;
SOFOS; BELK; SMITH, 1999).
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Desta forma, métodos de descontaminag@o bacteriana podem ser
necessarios como uma efetiva intervengdo, no sentido de reduzir a
contaminacdo apos o abate (SWANENBURG et al., 2001). Esses
processos de descontaminagdo de carcacas sdo baseados em imersdo,
lavagem ou aspersdo de agua ou solucdes quimicas e sdo utilizados em
diversos paises, como Estados Unidos da América (EUA), Canada e
Australia. Podem ser designados como um ponto critico de controle nos
programas APPCC desenvolvidos pelas industrias (SOFOS; BELK;
SMITH,1999). No Brasil estas técnicas nio sdo utilizadas, pois seu uso
nao esta previsto na legislagdo.

Para avaliar a condi¢do microbiologica destas carcagas sdo
utilizados métodos laboratoriais convencionais ou também chamados
tradicionais, para a realiza¢do de ensaios microbioldgicos que detectam
e contam células bacterianas viaveis nos alimentos. Esses métodos sao
sensiveis, baratos e podem expressar informagdo qualitativa e
quantitativa sobre 0s micro-organismos presentes na amostra, porém
demandam diversos dias para a obtencdo de resultados, pois dependem
da capacidade dos micro-organismos multiplicarem-se para que haja
coldnias visiveis (BOER; BEUMER, 1999). Da mesma forma, métodos
laboratoriais rapidos necessitam ser inseridos na rotina diagndstica para
prover informagdo adequada da possivel presenca de patdogenos na
matéria prima e nos produtos acabados, para o controle do processo de
producdo e para o monitoramento de praticas de higiene e limpeza
(BOER; BEUMER, 1999).

Neste contexto, percebe-se a importincia de minimizar os riscos
sanitarios presentes desde a produgdo primaria até o abate desses
animais e de utilizar métodos rapidos de controle microbiano durante o
processo.

1.1 OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo foram divididos em objetivo geral:
Avaliar a influéncia do uso de acido latico e da agua quente, na
lavagem de carcagas suinas, sobre a populagdo microbiana, em
condigdes normais de abate, utilizando métodos laboratoriais
convencionais e métodos alternativos.
E objetivos especificos:
a) avaliar a microbiota presente na superficie de carcacas suinas
por meio da contagem total de micro-organismos aerdbios
mesofilos, enterobactérias, E. coli, Salmonella spp. ¢ E. coli
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O157 utilizando diferentes metodologias convencionais e
alternativas;

b) avaliar a reducdo da contamina¢do de carcagas suinas com o
uso de processos descontaminantes: acido latico 1,5% e agua
com temperatura entre 76°C e 78° C;

¢) comparar os resultados das contagens de micro-organismos
encontrados pela metodologia convencional, com os
resultados das metodologias alternativas Petrifilm ™ e
TEMPO®;

d) pesquisar Salmonella spp. por metodologia Convencional.

e) pesquisar E. coli O157 pelo Sistema VIDAS®.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Para embasar esta pesquisa organizou-se o estudo em oito segoes:
a carne suina brasileira; a producdo primaria de suinos; o processo de
abate de suinos; a microbiota dos suinos; micro-organismos indicadores;
micro-organismos patogénicos; métodos de descontaminacdo de
carcagas; e, métodos de detec¢do microbioldgica.

2.1  CARNE SUINA BRASILEIRA

Hoje, o Estado de Santa Catarina, no Sul do Brasil, destaca-se no
abate de suinos, sendo considerado pela Organizagdo Internacional de
Epizootias (OIE), livre de Febre Aftosa sem vacinacdo. O Estado ¢
responsavel pelo abate de 7,8 milhdes de suinos, em 25 abatedouros sob
o Servico de Inspecdo Federal, representando 27,40% do abate nacional
de suinos, que foi de 28,5 milhdes no ano de 2010. A carne suina ¢é a
proteina mais consumida no mundo, com uma producao de 115 milhdes
de toneladas, sendo quase a metade produzida na China e outro tergo na
Unido Europeia (UE) e nos Estados Unidos da América (EUA). A
participacdo do Brasil tem crescido em importancia no mercado
mundial. O Pais € o quarto maior produtor, com 3% da produgdo ¢ 11%
das exportagdes. O comércio internacional de carne suina movimenta
5,4 milhdes de toneladas e gera uma receita anual aproximada de 11,9
bilhdes de dolares. Estd concentrado em cinco paises importadores
(Japdo, Federacdo Russa, México, Coreia do Sul e Hong Kong). Os
Estados Unidos, a Unido Europeia, o Canada, o Brasil e a China sdo
responsaveis por 96% das exportagdes mundiais. O principal destaque
dos ultimos anos ¢ o desempenho das vendas externas brasileiras, que
em dez anos ampliaram sua participacdo nas exportacdes mundiais de
4% para 11% (Figura 1). Mesmo com as barreiras sanitarias, com o
aumento dos subsidios europeus e o crescimento da concorréncia
internacional, as exportagdes brasileiras cresceram acima da média dos
competidores (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA
PRODUTORA E EXPORTADORA DE CARNE SUINA, 2010).
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Figura 1 - Participagdo do Brasil no mercado mundial de exportacdo de carne
suina no ano de 2000 e no ano de 2009

2000
outros
China &%

S 2009

Fonte: Associagdo Brasileira da Industria Produtora e Exportadora de Carne
Suina (2010)

2.1 PRODUCAO PRIMARIA DE SUINOS

O suino ou porco doméstico — Sus scrofa domesticus — pertence
a classe dos Mamiferos, ordem dos Ungulados, subordem dos
Artidactilos, familia dos Suideos. Forma o género Sus (Sus scrofa, Sus
vitatus) (VIANNA, 1974). Foi domesticado por volta de 2500 a.C. ¢
tornou-se consideravelmente importante no periodo greco-romano pela
sua carne, quando os pernis eram salgados e defumados e as salsichas
eram produzidas (LAWRIE, 2005). No Brasil, a suinocultura pode ser
dividida em industrial (tecnificada) e de subsisténcia, com a presenca de
produtores familiares, patronais e empresariais. Sua produtividade tem
crescido de forma constante, desde 2004, com avangos tecnolégicos em
genética, sanidade, nutri¢do, instalagdes, manejo e bem-estar animal,
resultando no aumento da eficiéncia técnica (conversdo alimentar e
produtividade das matrizes) e da qualidade dos animais entregues ao
abate (rendimento de carne magra de carcaga), sendo a regido sul do
Brasil a mais importante area de produgdo suina no pais (MIELE;
MACHADO, 2010).

A produgdo primaria deve receber uma atengdo especial através
de programas de controle e vigilancia de patdgenos, os quais
incrementam o risco das infec¢des alimentares em humanos
(CORTINAS et al, 2009). A disseminagdo de infecgdes entre os
animais pode ser substancialmente diminuida com o desenvolvimento de
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intervengdes estratégicas nos rebanhos, contribuindo para a protecdo da
cadeia alimentar, da fazenda ao garfo do consumidor (BEARSON;
BEARSON, 2011). Porém, somente a inspe¢do das carcagas ¢ a higiene
nos abatedouros e nos demais processos de manipulagdo nao sdo
suficientes para garantir a seguranga ¢ a qualidade sanitiria esperada
(BLAHA, 2001).

A higiene da carne ¢ definida como “todas as condi¢des e
medidas necessarias para garantir a inocuidade e aptiddo da carne em
todas as etapas da cadeia alimentar” (CODE..., 2004a). Neste contexto
da higiene da carne, deveriamos aplicar medidas apropriadas para
proteger a saude publica e atingir a satisfagdo dos critérios de resultados
quantitativos, requeridos para o controle dos perigos (CONTROL...,
20006).

A redugdo dos niveis de carcacas contaminadas no abatedouro
podera ser alcancada pela identificagdo e controle das fontes de
contaminac¢do em todos os estigios de producdo, principalmente antes
do periodo pré-abate (BESSA; COSTA; CARDOSO, 2004; JORDAN et
al., 2006; LO FO WONG et al., 2002; SCHWARZ et al., 2009). Assim
sendo, a habilidade em se controlar as doengas causadas por micro-
organismos presentes nas carnes e em produtos carneos sera
efetivamente atingida, pela redugdo da prevaléncia da infeccdo nos
animais ainda nas granjas produtoras, assim como pelas intervengdes
nos outros estdgios de transmissdo do animal para o homem
(HUMPHREY; JORGENSEN, 2006).

2.2 PROCESSO DE ABATE DE SUINOS

Esta se¢do contempla todas as etapas de abate em um frigorifico
de suinos, desde a chegada dos animais ao abatedouro até a expedicdo
da carcaga.

2.2.1 Manejo pré-abate

O manejo pré- abate inicia-se ainda com os suinos na granja
produtora, com o carregamento, o transporte em caminhdes e o
descarregamento no abatedouro, onde sdo agrupados em lotes e
permanecem nas pocilgas por um periodo que varia de 6 a 24 horas
(BRASIL, 1952; BRASIL, 1995). Esses procedimentos devem atender
aos preceitos de bem-estar animal para minimizar os riscos de quedas,
brigas e estresse pré-abate, que podem comprometer a qualidade
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sanitaria da carcaga durante e apds o abate (DALLACOSTA et al.,
2007; GREGORY, 2008).

Nesse intervalo de tempo, em que os suinos aguardam na pocilga
do abatedouro, permanecem em jejum e dieta hidrica, com o objetivo de
esvaziar o conteudo intestinal (BRASIL, 1952; BRASIL, 1995). Esses
animais podem ser portadores assintomaticos de bactérias patogénicas e
servir de fonte para a contamina¢do da carne (LARA et al., 2011;
NESBAKKEN et al., 2003; SOFOS; BELK; SMITH, 1999) a partir do
trato digestdrio, dos instrumentos ¢ dos equipamentos envolvidos no
processo, ocorrendo contaminacdo cruzada de ambas as fontes (RIVAS;
VIZCAINO; HERRERA, 2000).

As pocilgas do abatedouro (Figura 2) tornam-se fontes de
contaminacdo entre os diferentes lotes de suinos no periodo pré-abate,
por receberem material fecal de animais de diferentes niveis sanitarios,
podendo ser encontradas diversas enterobactérias, como Salmonella
sp.,Yersinia enterocolitica e Escherichia coli nos suinos ou no piso da
pocilga (BINTER et al., 2011; FRANSEN et al., 1996; LO FO WONG
etal., 2002; SWANENBURG et al., 2001; VIEIRA PINTO et al., 2010).

Figura 2 - Pocilgas do abatedouro frigorifico onde os suinos permanecem em
Jejum e dleta hidrica antes do abate )

Fonte: Rotta (2010)

As bactérias entram nos abatedouros por meio dos animais (pelo,
pele, patas); no interior de animais, portadores assintomaticos (trato
gastrintestinal) (BAGGESEN et al., 1996) e também por meio de
pessoas. Ndo ha nenhum procedimento de inspegdo visual especifico e
direto para deteccdo de algumas bactérias patogénicas, como a
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Salmonella spp., que pode ser transmitida para os consumidores
(SAIDE-ALBORNOZ et al., 1995), pela carne desses animais, durante o
abate e processamento (BEARSON; BEARSON, 2011). A inspegdo
ante mortem dos suinos ¢ realizada no pré-abate, quando os animais se
encontram na pocilga do abatedouro, e remove do abate os animais
excessivamente sujos e obviamente doentes, mas, por si s0, ndo pode
prevenir o abate de suinos com potenciais agentes patogénicos no
intestino ou na pele. O Codex Alimentarius define inspe¢do ante mortem
como “procedimentos e testes” a serem realizados pela autoridade
competente, baseados em conhecimento cientifico para, integrados,
atingir o objetivo de satde publica e animal (CODE..., 2009). Esse
procedimento ¢ realizado na rotina de todos os abatedouros, desde o
momento do descarregamento até a entrada destes animais na area do
abate (BRASIL, 1995).

2.2.2 Abate

De acordo com a legislagdo brasileira (BRASIL, 1995), a area do
abate destina-se as operagdes compreendidas a partir da insensibilizagdo
até a entrada das carcacas nas camaras de resfriamento, incluindo o
espaco destinado a inspecdo final das carcacas, chamado de
Departamento de Inspegdo Final (DIF). A inspeg¢do final das carcagas é
um procedimento da inspe¢do post mortem no qual o inspetor julga a
aptiddo ou ndo da carcaga para consumo humano. As operagdes do abate
(Figura 3) sdo realizadas em duas areas distintas e separadas
fisicamente, chamadas de area suja e area limpa, onde sdo realizadas as
seguintes operagoes:

Area suja: insensibilizagdo, sangria, lavagem apos sangria,
escaldagem, depilacdo, chamuscamento e toalete. A operacdo de
polimento ¢ facultativa e a operacdo de toalete inclui a retirada dos
cascos remanescentes, pelos e ouvido médio;

Area limpa: oclusdo do reto, abertura abdominal e toracica,
abertura da papada, inspecao de cabeca e papada, retirada e inspecao de
orgaos, divisdao longitudinal das carcagas, inspegdo de carcagas, retirada
do rabo, cabega, unto e patas, toalete da carcaga ¢ lavagem final.

Durante o abate, grandes quantidades de carcacas de diferentes
origens sdo manipuladas ao mesmo tempo € em espagos muito
proximos, podendo haver varios patdgenos presentes, provenientes de
animais de diferentes plantéis. Cria-se, portanto, uma oportunidade para
que ocorra a contaminagao cruzada ou disseminagdo desses patdogenos



28

no ambiente, em equipamentos ou nas carcagas (LO FO WONG et al.,
2002).

Patégenos emergentes, como a Listeria monocytogenes, a
Escherichia coli O157:H7 (SOFOS et al.,1999) e a Salmonella sp. sdao
responsaveis por aumentar o risco de contaminagdo das carcagas no
abate (DE BUSSER et al., 2011; KICH et al., 2005).

Figura 3 - Fluxograma dos procedimentos de abate de suinos
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Fonte: Adaptado da Portaria 711/95 (1995)
2.2.3 Operacoes da area suja

A insensibiliza¢do do suino pode ser realizada por eletronarcose,
eletrocussdo ou por dioxido de carbono e é necessaria a perda de
consciéncia do animal (GREGORY, 2008). Em seguida, o animal ¢
sangrado utilizando-se facas higienizadas para efetuar incisdes nos
grandes vasos, o0 que promove o escoamento do sangue de forma rapida,
profusa e completa, ocasionando choque hipovolémico e morte do
animal (ANIL; WHITTINGTON; MCKINSTRY, 2000).

As carcagas sdo entdo penduradas pelo membro posterior e
seguem por trilhos aéreos até o chuveiro, onde a carcaca ¢ lavada apenas
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com agua a temperatura ambiente. Apos a lavagem, a carcaca ¢
escaldada e depilada com equipamentos proprios para esta finalidade,
com agua controlada a temperatura minima de 62°C (BRASIL, 1995).
Nesta etapa, ocorre a reducdo de contagens microbiologicas na
superficie da carcaga (BOLTON; PEARCE; SHERIDAN, 2002;
INTERNATIONAL COMMISSION ON MICROBIOLOGICAL
SPECIFICATIONS FOR FOODS, 2005; LO FO WONG et al., 2002) e
o risco de contaminag¢do por Salmonella spp. por meio da agua de
escaldagem pode ser minimizado se a temperatura da agua da escalda
estiver acima de 60°C e se o suino permanecer no tanque de
escaldagem, no minimo, de 1 a 4 minutos (BOLTON et al., 2003).

Em seguida, as carcagas sdo polidas, com o objetivo de remocgao
de residuos de pelos. Nesta etapa, pode ocorrer um incremento da
contaminac¢do, ocasionada pelo contato dos chicotes de polimento com a
carcaga. Esta contaminagdo ¢ eliminada na proxima etapa do processo
de abate, que ¢ o chamuscamento (BOLTON; PEARCE; SHERIDAN,
2002; BERENDS et al.,1997).

Na etapa de chamuscamento ou flambagem, as carcagas passam
pelo interior de um equipamento que possui bicos e que langam chamas
sobre a sua superficie, destruindo os micro-organismos superficiais que
estio na pele do suino e queimando os residuos de pelo
(INTERNATIONAL COMMISSION ON MICROBIOLOGICAL
SPECIFICATIONS FOR FOODS, 2005).

A flambagem ou chamuscamento ¢ referenciada por destruir os
micro-organismos por acdo direta do calor (Figura 4). O baixo
percentual de Sal/monella spp., verificado apos swab de carcagas suinas,
amostradas apds a flambagem no abate, é alcangado pela combinagéo
das etapas de processamento (SAIDE-ALBORNOZ et al., 1995). Esta
operagdo ¢ seguida de toalete, que pode ser um ponto de recontaminagdo
da carcaga, e posterior lavagem das carcacas com agua a temperatura
ambiente encerrando as operagdes da zona suja do abate (BRASIL,
1995). Toda a agua utilizada na industria deve ser clorada e ter o teor
maximo de cloro residual livre em qualquer ponto do sistema de
abastecimento de 2 mg/L que é o padrdo de potabilidade da adgua para
consumo humano (BRASIL, 2011).
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Figura 4 - Operagdo de flambagem na area suja do abate de suinos

Fonte: Cattani (2010)
2.2.4 Operacoes da area limpa

A primeira operagdo da area limpa € a oclusdo do reto, realizada
de forma manual ou mecanica, separando-se a por¢do final do reto dos
tecidos adjacentes, ensacando-a e amarrando-a (BRASIL, 1995). O
objetivo desse procedimento ¢ evitar que o contetido fecal saia do reto e
entre em contato com a carcaga, sendo de suma importincia para
minimizar a contaminagdo fecal (BERENDS et al., 1997; PEARCE et
al., 2004). Em seguida, ocorre a abertura abdominal e toracica, que
consiste no corte mediano ventral das respectivas paredes, seguida de
exposicao dos 6rgdos internos para o exterior das cavidades seccionadas.
Esse procedimento ¢ chamado de evisceragdo e ¢ considerado um ponto
de controle importante da contaminagdo fecal em carcagas (BOLTON;
PEARCE; SHERIDAN, 2002; DE BUSSER et al., 2011).

2.2.4.1 Procedimentos de inspecao post mortem

A inspecdo post mortem consiste no exame da carcaga, partes da
carcaga, cavidades, orgdos, tecidos e linfonodos, realizada por
visualizagdo, palpacdo, olfacdo e incisdo quando necessario (Figura 5).
Esta etapa ¢ dividida em linhas de inspe¢do, que inclui a inspe¢do da
cabeca, da papada, do utero, do conjunto composto de intestino,
estomago, bago, pancreas e bexiga, do coracdo, da lingua, dos pulmdes,
do figado, dos rins e inspecdo da carcaga. Estes procedimentos sdo



31

realizados visualmente, por palpacdo e cortes onde for necessario, com
equipamentos e local proprios para este fim. A inspegdo deve evitar a
contaminac¢do de carcagas, visualmente em boas condigdes sanitarias,
por aquelas contaminadas ou com lesdes sugestivas de doencas
(BRASIL, 1995). A papada deve ser aberta ¢ os musculos masseteres ¢
pterigoideos seccionados com cortes que permitam manter integros os
linfonodos da regido, com o objetivo de evitar que bactérias patogénicas,
como Yersinia enterocolitica e Salmonella sp., presentes em linfonodos
e tonsilas, ndo sejam espalhadas neste procedimento (DE BUSSER et
al., 2011; FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2009; FRONDREVEZ et
al., 2010; VIEIRA-PINTO et al., 2012).

Figura 5 - Inspec@o post-mortem de intestino de suinos com corte dos
linfonodos mesentéricos

Fonte: Rost (2008)

Finalizados os procedimentos de inspe¢do post mortem, as
carcagas seguem para a operacdo de toalete, que inclui a retirada da
ferida da sangria, da medula espinhal e dos linfonodos, seguida da
lavagem das carcagas com agua a temperatura ambiente. A lavagem ¢
realizada com a carcaga passando pelo interior do chuveiro, localizado
no final da zona limpa do abate. O banho dura em torno de 3 a 4
segundos. Esse chuveiro deve ser construido em forma de box metalico,
de aco inoxidavel, com a largura de 1,60m, altura minima de 4m,
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comprimento de acordo com a velocidade horaria de abate, prevendo-se
3,60m para velocidades de abate de até trezentos suinos por hora. A
agua deve ser em forma de jatos em volume suficiente e com pressdo de
3atm (trés atmosferas), provindo de instalagdes hidraulicas tubulares
localizadas nas partes superior, mediana e inferior do Box. O
escoamento das aguas residuais deve ser diretamente para o esgoto, por
meio de tubulagdo propria (BRASIL, 1995).

As carcagas seguem, apos o banho (Figura 6), para o
resfriamento, que ocorre nas camaras frigorificas com temperatura
controlada entre -1°C e 1°C e velocidade do ar de 2 a 3 metros por
segundo. Esta etapa encerra as operagoes da zona limpa do abate e as
carcagas sO saem das cdmaras quando a temperatura interna medida no
interior do pernil atingir, no minimo, 7°C (BRASIL, 1995). A
refrigeragdo previne a multiplicagdo de patdgenos mesofilicos e reduz a
multiplicacdo de patégenos psicotroficos e micro-organismos
deteriorantes. A baixa temperatura do ar no interior das camaras,
associada a velocidade do ar e a umidade relativa, faz com que ocorra
uma rapida perda de adgua da superficie das carcagas, tornando-as mais
secas. O resfriamento da superficie e a baixa atividade de agua (aw)
retarda a multiplicagdo de alguns patdégenos e é letal para outros
(INTERNATIONAL COMMISSION ON MICROBIOLOGICAL
SPECIFICATIONS FOR FOODS, 2005). Isso pode ser explicado nos
termos da termodinamica, pelo decréscimo na entropia. O resultado é
um incremento da concentragdo de solutos compativeis, em resposta ao
stress pela baixa temperatura e osmose, dificultando a homeostase do
citoplasma celular, a conservagdo da energia e, consequentemente, a
sobrevivéncia e multiplicacdo bacteriana (MCMEEKIN et al., 2010).

Diversos autores enfatizam a importincia do status sanitario do
suino na transmissdo bacteriana durante os procedimentos de inspecao
sanitaria, devido aos cortes realizados nos linfonodos e concomitante
manipulagdo dos orgdos, levando a contaminagdo cruzada das carcagas
no abate (BESSA; COSTA; CARDOSO, 2004; HUMPHREY;
JORGENSEN, 2006; OLIVEIRA et al., 2010; SILVA et al., 2009).
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Figura 6 - Chuveiro de lavagem de carcagas de suinos localizado no final da
_ drea limpa do abate

Fonte: Cattani (2010)

O Comité Cientifico Sobre as Medidas Veterinarias Relacionadas
Com a Satde Publica da Comunidade Européia emitiu opinido sobre a
revisdo dos procedimentos de inspe¢do de carnes, apos ser requisitado
para rever os passos da inspe¢do ante e post mortem de suinos, prevista
na Diretiva 64/433/EEC e Diretiva 91/497/EEC. Esse comité concluiu
que o atual procedimento de inspecdo tem maiores limitacdes para
prevenir as infec¢des zoonoticas em humanos. Eles ndo verificaram
nenhum risco a saide humana por transmissdo a partir das lesdes
encontradas nos suinos abatidos durante os procedimentos de
observagdo e palpacdo na inspegdo post mortem. Ha, sim, o risco de
contaminag¢do cruzada por patdogenos presentes, pela manipulagdo e
incisdo de carcacas e Orgdos durante a inspecdo post mortem
(EUROPEAN COMMISSION, 2000).

2.3 MICROBIOTA DOS SUINOS

A possibilidade de contaminagdo microbiana da superficie da
carcaca de suinos em um abatedouro ¢ ampla, tanto por bactérias
deteriorantes quanto por patogénicas (LIMA et al., 2004). Desta forma ¢é
necessario conhecer a microbiota presente nos suinos.

Em todo o aparelho digestério do suino, que inclui a nasofaringe
até o intestino, encontramos patoégenos potenciais, como Clostridium
perfringens, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica,
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Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7 e Campylobacter spp.. Os
linfonodos mesentéricos podem conter Salmonella spp., Micobacterium
spp., Rodococcus equi e Yersinia enterocolitica. A pele € uma fonte, ndo
apenas de Staphylococcus aureus e S. hyicus, bacilos e outros mesofilos,
mas também de MICRO-organismos de origem fecal como resultado da
contamina¢ao adquirida na fazenda, durante o transporte ou nas pocilgas
dos abatedouros, como a Salmonella spp. (CORNICK; HELGERSON,
2004; LARA et al., 2011; MATARAGAS; SKANDAMIS; DROSINOS,
2008; NESBAKKEN et al., 2003; VELOSO, 2000).

Em investigagdo realizada por Lara et al. (2011) no abate, numa
amostragem de 258 linfonodos suinos submaxilares e mesentéricos (129
com lesdes e 129 sem lesdes aparentes de linfadenite), foram
encontrados Mycobacterium spp., Rodococcus equi, Staphylococcus sp.,
Streptococcus sp., Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis, Escherichia
coli e outras enterobacterias, sendo estes micro-organismos isolados em
105 (81,4%) dos 129 linfonodos com lesdo e 34 (26,3%) dos sem lesdo.
Da mesma forma, Nesbakken et al. (2003), investigaram a ocorréncia de
Yersinia enterocolitica e Campylobacter spp nos tecidos linfoides e trato
intestinal de suinos, bem como o risco de contaminagdo durante a
inspecdo post mortem ¢ concluiram que a incisdo dos linfonodos
submaxilares representa um risco para a contaminagdo cruzada por
Yersinia, assim como a incisdo dos linfonodos mesentéricos.
Campylobacter spp. foi encontrado em 100% do trato intestinal dos
animais abatidos e em 66,7% das tonsilas.

No Brasil, Bessa, Costa ¢ Cardoso (2004), estudando a
prevaléncia de Salmonella spp. em 300 suinos abatidos em frigorificos
do Rio Grande do sul, encontrou Salmonella spp. em 167, sendo que 53
apresentaram Salmonella spp. apenas nos linfonodos mesentéricos, 55
apenas no conteudo fecal e 59 em ambos os materiais coletados. No
Estado do Mato Grosso do sul, Silva et al. (2009) coletaram 300
amostras de linfonodos mesentéricos e tonsilas de suinos abatidos e
encontraram 50 amostras positivas para Salmonella spp. e 14 diferentes
sorovares.

Esses estudos demonstram a diversidade de patogenos
encontrados durante os procedimentos de abate e a importancia em se
manejar os riscos associados a seguranga da carne, desenvolvendo
estratégias de controle dos patégenos em todas as etapas do
processamento (SOFOS; GEORNARAS, 2010).
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24  MICRO-ORGANISMOS INDICADORES

Os micro-organismos indicadores sdo utilizados para avaliar a
eficacia de procedimentos que influenciam na qualidade microbiologica
dos alimentos.

2.4.1 Micro-organismos aerobios mesofilos

Os micro-organismos mesofilos correspondem a grande maioria
daqueles importantes em alimentos, inclusive a maior parte dos
patdogenos em alimentos. Tém a temperatura 6tima de multiplicagdo,
entre 25°C e 40°C, minima entre 5°C e 25°C e maxima entre 40°C e
50°C. A contagem ¢ comumente empregada para indicar a qualidade
sanitaria dos alimentos. Mesmo que os patdgenos estejam ausentes e que
ndo tenham ocorrido alteracdes nas caracteristicas sensoriais, um
numero elevado de micro-organismos indica que o alimento € insalubre.
Excecdo deve ser feita aos alimentos fermentados (FRANCO;
LANDGRAF, 2005).

Para contagem de mesofilos totais, utiliza-se o método de
plaqueamento por profundidade em agar padrdo para contagem. O
método baseia-se na contagem do numero de células viaveis, isto é, a
capacidade de uma célula se dividir e se multiplicar em um meio de
cultura adequado. Estdo inclusos no grupo de mesofilos totais, os micro-
organismos mesofilos aerobios, anaerobios e aerobios facultativos
(BRASIL, 2003).

2.4.2 Micro-organismos da familia Enterobacteriaceae

Membros da familia Enterobacteriaceae ndo sdo confinados
apenas ao trato intestinal e podem ser isolados de uma variedade de
fontes ndo intestinais. Esses membros sdo bons indicadores do processo
de higiene ambiental porque sdo prontamente inativados por sanitizantes
e capazes de colonizar uma variedade de nichos na planta processadora
quando sua sanitizagdo ¢ inadequada (KORNACKI; JOHNSON, 2001).

No Brasil, as enterobactérias e a Escherichia coli sdo utilizadas
como micro-organismos indicadores para determinar a higiene do
processo de abate de suinos. A coleta é realizada por meio de swab da
superficie da carcagca, em estabelecimentos exportadores (BRASIL,
2007).

Fazem parte dessa familia, os géneros Citrobacter, Enterobacter,
Erwinia, Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Proteus, Providencia,
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Salmonella, Serratia, Shigella e Yersinia (KORNACKI; JOHNSON,
2001).

Na Europa, as enterobactérias sdo usadas ha anos como indicador
de qualidade, enquanto nos EUA, tradicionalmente, utiliza-se o grupo
coliforme. O grupo coliforme ¢ definido com base nas suas reacdes
bioquimicas ¢ ndo com base em relacdes genéticas; referem-se as
bactérias na forma de bacilos que fermentam a lactose, formando acido e
gas dentro de 48 horas, a 35°C. Os chamados coliformes fecais ou
termo-tolerantes sdo definidos como aqueles que fermentam a lactose,
formando acido e gas dentro de 48 horas, a 44,5° e 45,5°C, usualmente
em caldo EC (KORNACKI; JOHNSON, 2001).

As enterobactérias sdo bactérias anaerobias facultativos, Gram-
negativas, fermentam a glicose em 4acido, sdo oxidase negativa,
usualmente catalase positiva, normalmente reduzem nitrato ¢ podem ou
ndo ser moveis (KORNACKI; JOHNSON, 2001). A contagem baseia-se
na inoculagdo das dilui¢des desejadas da amostra em agar cristal violeta
vermelho neutro bile glicose (VRBG), cuja composi¢do evidencia a
habilidade dos micro-organismos fermentarem a glicose com produgao
de acido, reacdo indicada por uma viragem do indicador para vermelho e
a precipitacdo de sais biliares ao redor das colonias. A seletividade ¢
exercida pela presenga de cristal violeta e bile no meio. Apods o
crescimento, as colonias sdo confirmadas pelo teste da oxidase. Neste
teste, o aparecimento de cor azul (N'N'N'N'-tetrametil-parafenileno-
diamina) ou vermelho intenso (oxalato de para-amino-dimetilanilina) é
indicativo de reagdo positiva. Todas as enterobactérias apresentam
reacdo de oxidase negativa (BRASIL, 2003).

2.4.3 Escherichia coli

A Escherichia coli pertence a familia Enterobacteriaceae e € um
componente normal da microbiota intestinal dos animais de sangue
quente, incluindo o homem (ACHA; SZYFRES, 2003). As cepas
comensais de E. coli raramente causam doenga, exceto em animais
imunologicamente comprometidos ou quando a barreira gastrointestinal
normal é quebrada (MENG et al., 2007).

A Escherichia coli ¢ uma bactéria Gram negativa e anaerobia
facultativa. Nas reacdes bioquimicas, apresenta o seguinte perfil: produz
acido e gas a partir do metabolismo da glicose, oxidase negativa,
catalase positiva, vermelho de metila positiva e reacdo Voges-Proskauer
negativa; usualmente citrato negativa. Nao produz sulfeto de hidrogénio,
ndo hidrolisa a uréia e nem a lipase. Reduz nitrato. Produz indol a partir
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do metabolismo do triptofano e produz a enzima [-glicorunidase
(BERGEY et al., 1994).

A atividade da enzima -D- glicorunidase € especifica da E. coli e
de algumas cepas de Shigella. O 4-metilumbeliferil -B-D- glicorunideo
(MUG), quando incorporado no caldo de cultivo da E. coli, sera clivado
pela enzima presente nessas cepas, tornando-se um composto chamado
4-metilumbeliferona que floresce quando exposto a longos
comprimentos de onda. E importante lembrar que cepas
enterohemorragicas de E. coli, incluindo a O157:H7, ndo possuem esta
enzima (BLOOD; CURTIS, 1995). A Escherichia coli é considerada
como o melhor indicador de contaminagdo fecal para alimentos crus
(KORNACKI; JOHNSON, 2001).

A identificacdo da E. coli baseia-se na inoculagdo das diluigoes
desejadas das amostras em agar cristal violeta vermelho neutro bile
(VRBA) e posterior contagem das colonias suspeitas. O agar cristal
violeta vermelho neutro bile apresenta, em sua composicao, sais biliares
e cristal violeta, responsaveis pela inibi¢do de micro-organismos Gram
positivos e vermelho neutro, um indicador de pH que revela a
fermentacdo da lactose pelos micro-organismos presentes. A adicao de
sobrecamada ap6s o inoculo ser homogeneizado com o agar visa a
prevengdo do crescimento e do espraiamento de colonias na superficie.
As colonias suspeitas sdo inoculadas em Caldo EC com tubos de
Durhan. A presenca de gas nos tubos de Durhan evidencia a
fermentacdo da lactose presente no meio. A pesquisa de Escherichia coli
¢ realizada transferindo-se uma algada dos tubos positivos de caldo EC
para placa de Eosina Azul de Metileno (EAM), que ¢ evidenciada pela
presenga de colonias purpuras com centro escuro e brilho metalico
esverdeado caracteristico, apds incubagdo a 36 °C, por 24 horas. A
confirmag¢do de Escherichia coli é realizada a partir dos testes
bioquimicos (BRASIL, 2003).

2.5  MICRO-ORGANISMOS PATOGENICOS

Inimeros s@o os micro-organismos patogénicos que podem
causar dano a saude publica. Este estudo abordard apenas duas
enterobactérias classificadas como patogénicas.

2.5.1 Salmonella spp.

Salmonella spp. ¢ um membro da familia Enterobacteriaceae
responsavel pelo aparecimento de infecgdes em suinos e em seres
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humanos, que pode influenciar na produgdo de carnes e na saude
publica.

2.5.1.1 Classificagdo

O género Salmonella consiste de duas espécies: S. enterica e S.
bongori. Salmonella enterica possui seis subespécies: Salmonella
enterica subsp. Enterica, também classificada como I; Salmonella
enterica subsp. Salamae, ou II; Salmonella enterica subsp. Arizonae, ou
Ila; Salmonella enterica subsp. Diarizonae, ou Illb; Salmonella
enterica subsp. Houtenae, ou 1V; Salmonella enterica subsp. Indica, ou
VI e inlimeros sorotipos baseados nas caracteristicas soroldgicas de cada
subespécie (D’AOUST; MAURER; BAILEY, 2007). Apenas vinte e um
sorovares pertencem as espécies de Salmonella bongori, também
conhecida como subespécie V, tendo sido reportado um novo sorovar no
ano de 2005 (HERRERA-LEON et al., 2005).

Conforme a classificacdo de Kauffmann-White, a Salmonella esta
dividida em sorotipos, distinguidos pela sua estrutura antigénica,
composta por antigenos O somatico, H flagelar ¢ Vi capsular
(D’AOUST; MAURER; BAILEY, 2007). Suinos sio hospedeiros de
numerosos sorotipos de Salmonella e considerados como o principal
reservatorio de Salmonella cholerasuis, responsavel pela enterite
necrotica, comum em rebanhos que vivem em precarias condigdes de
higiene. Os sorotipos que atacam os suinos incluem §. Enteretidis, S.
Typhimurium e S. Dublin. Esses sorotipos sdo geralmente isolados do
intestino e dos linfonodos mesentéricos. Devido a frequéncia de
infeccdo de suinos com diferentes sorotipos de Salmonella, produtos
derivados desses animais tém sido, comumente, fonte de infeccdo
humana (ACHA; SZYFRES, 2003). Em geral, suinos infectados com
estes sorotipos de Salmonella sdao portadores saudaveis, considerados
portadores assintomaticos, de importincia em saude publica
(FEDORKA-CRAY; GRAY; WRAY, 2000).

2.5.1.2 Ecologia

As infecgdes por Salmonella sdo reconhecidas como zoonoses e
seu habitat € o trato intestinal de mamiferos e aves (animais de sangue
quente), porém também ¢ encontrada em alguns animais de sangue frio,
como os répteis (ACHA; SZYFRES, 2003). Mais de 60% de todas as
cepas identificadas e 99% dos sorotipos responsaveis por doengas em
animais de sangue quente sdo membros da subespécie 1. As outras
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subespécies de Salmonella, em particular subespécies Illa e Salmonella
bongori, sdo associadas a doengas em animais de sangue frio
(HERRERA-LEON et al., 2005).

Salmonella spp. podem permanecer nos caminhdes de transporte,
nas pocilgas, nos pisos e nos equipamentos no abatedouro quando
excretadas de lotes de suinos soropositivos, mesmo ap6s procedimentos
de limpeza e desinfeccdo (SWANENBURG et al., 2001). Ela pode
persistir no suino por longo periodo, especialmente no trato digestorio e
no tecido linfatico correspondente, principalmente nas tonsilas, nos
linfonodos mesentéricos e mandibulares. A presenca de Salmonella spp.
nos linfonodos mandibulares (normais na aparéncia) constitui um risco,
pois esse tecido pode permanecer na cabega - com a carcaga - apos o
abate e, também, porque eles sdo incisados durante a inspe¢do sanitaria,
permitindo uma contaminagdo cruzada por meio da faca do inspetor
(VIEIRA-PINTO et al., 2010). O processo de evisceragdo, toalete e
inspecdo post mortem, juntos, resultam no incremento de 5% a 10% de
Salmonella spp. nas carcagas suinas (BERENDS et al., 1997).

Salmonella spp. possui a capacidade de persistir em ambientes
hostis e por prolongados periodos de tempo (D’AOUST; MAURER;
BAILEY, 2007) tornando-se microbiota residente em abatedouros
(SOFOS; GEORNARAS, 2010). A carne suina e seus produtos sdo
contaminados com Salmonella durante o abate e o processamento, por
meio de suinos infectados e assintomaticos ou por infecgdes subclinicas
que chegam ao abatedouro, o que significa um alto fator de risco
(GUENTER et al., 2010).

2.5.1.3 Prevaléncia

Na Dinamarca, de 13468 suinos de terminagdo (prontos para o
abate), 30 diferentes sorotipos de Salmonella enterica foram isolados de
832 suinos (6,2%), sendo Salmonella Typhimurium o sorotipo
predominante em 536 (64,4%) dos isolados (BAGGESEN et al., 1996).

Estudos para determinar a prevaléncia de Salmonella spp. em
suinos abatidos no Sul do Brasil foram realizados por Bessa, Costa e
Cardoso (2004), que encontraram prevaléncias que variaram em 55,6%,
sendo que o sorotipo mais encontrado foi o Typhimurium, em 24,36%
das amostras, seguido da Agona (19,9%), Derby (13,2%) e Bredeney
(12%). Os sorotipos Typhimurium e Derby foram os
predominantemente encontrados em estudo realizado por Seixas,
Tochetto e Ferraz (2009) em Santa Catarina. Schwarz et al. (2009),
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encontraram prevaléncia de 73,8 % a 83,2% em sangue e linfonodos dos
suinos amostrados, com isolamento de 62,5% a 85,0%.

Em experimento conduzido no Estado de Sdo Paulo por Jakabi et
al. (2004), a Salmonella enteritidis foi o sorotipo mais encontrado (8/23)
e 9,1% (23/253) das amostras de carne foram positivas para Salmonella
spp. Esse percentual foi distribuido em 19,6% de linguiga de carne suina
crua, 8,7% de carne suina crua, 7,3% de carne bovina crua ¢ 4,6% de
carne de ave, o que demonstra a importancia de se controlar o patégeno
antes de a carcaga alcangar a refrigeracdo. Em produtos suinos, como a
linguica frescal, Spricigo et al. (2008) encontraram 27% de Salmonella
spp. em 200 amostras coletadas no Estado de Santa Catarina, sendo o
sorotipo Derby, o mais encontrado. Da mesma forma, Almeida et al.
(2000), analisando 169 amostras de alimentos, encontraram 59,7% de
Salmonella em carnes e produtos carneos no Estado de Sao Paulo, sendo
o mais encontrado, o sorotipo Enteritidis. Murmann, Santos e Cardoso
(2009), analisando 336 amostras de linguiga frescal no Estado do Rio
Grande do sul, detectaram 24,4% com Salmonella enterica. No Estado
de Santa Catarina, de 2007 a 2009, foram analisadas 2492 amostras de
carne e produtos carneos suinos. Em 6,06% delas, foi encontrada
Salmonella spp., sendo que 7,11% eram cortes e recortes suinos in
natura (CATTANI, 2011).

Na Unido Europeia, em 2008, foram reportados 131.468 casos
de salmonelose humana, veiculados por alimentos (SCIENTIFIC....,
2010). Nos EUA, foram confirmados 5.267 casos no ano de 2008, pelo
CDC (ESTADOS UNIDOS DA AMERICA, 2008). No Brasil, foram
notificados, de 1999 a 2008, 1275 casos ocorridos por Salmonella spp,
sendo a regido sul do Brasil a que mais notificou os casos ocorridos
(BRASIL, 2010).

2.5.1.4 Caracteristicas culturais e identificagdo

Salmonella spp. sdo bactérias anaerobias facultativas, Gram
negativas, sob a forma de bastdo, que se multiplicam a temperatura
otima de 37 °C e pertencem a familia Enterobacteriaceae. Como
caracteristicas bioquimicas, catabolizam D-glicose e outros carboidratos
com producdo de 4cido e, usualmente, gas. Sdo oxidase negativa e
catalase positiva, indol e Voges Proskauer negativa, vermelho de metila
e citrato de Simons positivo. Utilizam o citrato como fonte de carbono;
geralmente produzem sulfito de hidrogénio com descarboxilacdo da
lisina e ornitidina e nao hidrolisam a uréia (BERGEY et al., 1994).
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Apbs o pré-enriquecimento, a identificacdo de Salmonella spp. é
realizada com enriquecimento seletivo, com o objetivo de inibir a
multiplicagdo  da  microbiota  acompanhante e  promover,
preferencialmente, a elevacdo do numero de células de Salmonella.
Utilizam-se dois meios de enriquecimento, visto que a resisténcia de
Salmonella aos agentes seletivos varia conforme a cepa: caldo
tetrationato (TTB) e caldo Rappaport Vassiliadis (RP).No caldo
Rappaport Vassiliadis, a temperatura, associada a presenca de verde
malaquita e de cloreto de magnésio, atuam como agentes seletivos da
flora acompanhante, enquanto que a presenca de peptona estimula a
multiplica¢do de Sal/monella.

No caldo tetrationato, ha multiplicagdo dos micro-organismos
que possuem a enzima tetrationato redutase, como Salmonella e
Proteus, a0 mesmo tempo em que ha a inibicdo da multiplicagdo de
outros micro-organismos de origem fecal, que ndo possuem esta enzima.

O verde brilhante e o iodo inibem a multiplicacdo de micro-
organismos Gram-positivos. Logo apds, ocorre o plaqueamento em
meios seletivos diferenciais para que se obtenham colonias isoladas de
Salmonella, com caracteristicas tipicas distintas das colonias dos
competidores, para posterior confirmagdo sorolégica e bioquimica.

Como meio seletivo diferencial, utiliza-se Agar entérico de
Hektoen (HEA), pois, devido a agdo dos indicadores azul de bromotimol
e fucsina acida, demonstra uma expressiva diferenca cromatica entre as
coldnias lactose positiva e as colonias lactose negativa. O tiossulfato, ao
combinar-se com ions de ferro, atua como indicador na produgdo de
H,S, observada pelo enegrecimento no centro das colonias. A presenca
de sais biliares inibe uma grande parte da flora acompanhante.

E realizado, também, o plaqueamento em Agar xilose lisina
desoxicolato (XLD), com a inibicdo do crescimento de micro-
organismos Gram-positivos devido ao desoxicolato presente no meio. A
xilose é fermentada por praticamente todos os micro-organismos
entéricos, exceto a Shigella. A descarboxilagdo da lisina pelo grupo
Salmonella torna as colonias de Salmonella vermelhas, devido a
alcalinizagdo do meio, permitindo a diferenciagdo de outros micro-
organismos que produzem colonias amarelas pela fermentagdo da
lactose e sacarose presentes. Sdo encontrados, também, tiosulfato de
sodio e citrato férrico amoniacal, que permitem a produgdo de H,S por
Salmonella, ocorrendo colonias com centro negro. As coldnias com
crescimento tipico sdo submetidas a uma triagem com teste de
descarboxilagdo da lisina (LIA), fermentagdo da lactose e/ou sacarose,
produgdo de H,S no Agar lisina ferro e Agar triplice agtcar ferro (TSI) e
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teste de ureia; em caso de negatividade para Salmonella, permitem
eliminar as etapas subsequentes.

Apoés a triagem, sdo submetidas ao teste soroldgico somatico
polivalente (Técnica de aglutinagdo em lamina), que se baseia na reagdo
antigeno-anticorpo, com consequente aglutinacdo do antigeno frente ao
anticorpo, para identificar os antigenos O, K ¢ H da Salmonella. Para
confirma¢do bioquimica, realizam-se os testes de fermentacdo do
dulcitol, lactose, sacarose, indol, malonato, citrato, acido cianidrico
(KCN), Vermelho de metila e Voges-Proskauer (BRASIL, 2003).

2.5.2 E. coli O157:H7

A E. coli ¢ um membro da familia Enterobacteriaceae , cujas
cepas patogénicas tornaram-se de importancia para a saide publica a
partir da década de 80.

2.5.2.1 Classificagdo

A E. coli, membro da familia Enterobacteriaceae, ¢ um dos mais
importantes patégenos entéricos, assim como a Salmonella, a Shigella e
a Yersinia. Embora muitas das FE. coli nao causem doenga
gastrintestinal, alguns grupos podem causar diarreias, com risco a vida
(MENG; ZHAO; DOYLE, 2001). A E. coli é classificada em diferentes
sorotipos conforme a classificacdo originalmente desenvolvida por
Kauffmann, que ¢ baseada na identificacdo do antigeno somatico O
(polissacarideo e termoestavel), que diferencia a E. coli em mais de
cento e setenta sorogrupos; no antigeno flagelar H, derivado do flagelo
das cepas moveis, que € termolabil e é a proteina flagelar que carrega os
fatores antigé€nicos determinantes do grupo H, com mais de cinquenta e
trés grupos; no antigeno K, que é um polissacarideo capsular ¢ o F,
antigeno fimbrial, para as cepas que apresentam esta estrutura. Cepas
sem flagelo sdo identificadas como NM (nom motile) (ACHA,;
SZYFRES, 2003; MENG et al., 2007).

As cepas patogénicas de Escherichia coli sdo causadoras de
diarreia e s@o classificadas em grupos especificos. A classificacdo ¢
baseada nas propriedades de viruléncia, mecanismos de patogenicidade,
sindromes clinicas e distintos O:H sorotipos. Essa categoria inclui E.
coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC), E. coli difusa-aderente (DAEC) e E. coli
enterohemorragica (EHEC), que ¢ o grupo de maior importincia, com
base na frequéncia e severidade da doenca (MENG et al., 2007).
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O grupo da E. coli enterohemorragica (EHEC) inclui a E. coli
O157:H7 como sorotipo de maior predomindncia, além de outros
sorotipos ndo-0157, causadores de colite hemorragica. Todas as EHEC
produzem fatores de citotoxidade em células Vero, chamada de
produtora de verotoxina (VT) ou shiga-like toxinas (SLTs), que sdo
proteinas toxicas, biologicamente, estruturalmente e antigenicamente
relacionadas com a citotoxina chamada shiga-toxina (ShT), produzida
pela Shigella dysenteriae tipo 1 (AGBODAZE, 1999, MENG et al.,
2007).

E. coli de outros sorotipos mostraram-se, também, produtoras de
verotoxinas (VT) ou shiga-like toxinas (SLT’s) e, por isso, foram
chamadas de E. coli produtora de Shiga toxina (STEC) ou de
Verotoxigénica (VTEC), associadas a colite hemorragica (HC) e a
Sindrome Hemolitica Urémica (HUS) em humanos. As outras cepas
ndo-0157, porém produtoras de colite hemorragica em humanos tém
sido identificadas em varios paises e incluem os sorotipos: 026, O111,
0103, 0121, 045, 0145, 091, O118, O119 e 0128 (ACHA;
SZYFRES, 2003; LEE et al., 2009; MENG et al., 2007; OJO et al.,
2010).

As cepas da E. coli O157:H7 podem carregar diversos fatores de
viruléncia, como os genes stx1 e stx2, produtores das Shiga toxinas e o
gene eae, que causam importante efeito de aderéncia nas células por
codificagdo da intimina, chamado “attaching and effacing”, além do
gene hlyA, que possui atividade hemolitica. Possui, também, um
plasmidio chamado pO157 de, aproximadamente, 60 MDa
(megadaltons), implicado a patogenia da infec¢do (ATEBA; MBEWE,
2011; HEUVELINK et al.,, 1999; MENG; ZHAO; DOYLE, 1998;
WANI et al., 2009; WONG; MACDIARMID; COOK, 2009).

2.5.2.2 Ecologia

Na doenca do edema em leitdes e na colite hemorragica em
terneiros, as Shiga—like toxinas tém sido consideradas como um agente
causal dessas doencas (AGBODAZE, 1999). As cepas patogénicas da
E. coli, ao aderirem e se multiplicarem no intestino delgado dos leitdes
susceptiveis, produzem SLT’s, que sdo absorvidas. Dessa forma, vdo
para a corrente sanguinea, onde causam injuria vascular sistémica,
lesionando o endotélio e a tinica média de pequenas artérias e arteriolas
por todo o corpo, o que leva ao surgimento de sinais clinicos de
incoordenacdo motora e ataxia. O edema pode ser visto na face e
palpebras, com o animal ainda vivo e na necropsia, envolvendo 6rgdos
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internos, como o intestino. A diarreia ndo ¢ um sintoma comum
(JONES; HUNT; KING, 2000; SOBESTIANSKY et al., 1999).

A colibacilose entérica complicada com choque também ocorre
em suinos jovens, antes e apds o desmame. As E. coli associadas a essa
doenca podem ser ETEC e, comumente, pertencem aos Sorogrupos
0149, 0157 e S8 - que s3o F4 positivos, produzem enterotoxinas
termoestaveis (ST-I e ST-II) e raramente toxinas termolabeis (LT-I),
mas ocasionalmente produzem Shiga- like toxina (SLT-lle) ou somente
produzem SLT-lle associados a doenga do edema (FAIRBROTHER,
1999).

2.5.2.3 Prevaléncia

No Brasil, em estudo realizado no ano de 2001 em fezes
diarreicas de 34 leitdes com sintomas da doenga do edema, foram
encontradas 144 cepas de E. coli, sendo que em 99 estava presente o
gene stx2e e, destas, 41 pertenciam ao sorogrupo O139 (SILVA, A. et
al., 2001).

Na Dinamarca, a maioria das cepas ETEC ¢ VTEC envolvidas em
Doenga do edema e nos casos de diarreia pos-desmame em suinos,
pertencem a um limitado niimero de sorotipos, sendo o 0149, o que
prevalece encontrado em 49,9% das cepas analisadas. O O157 foi
encontrado em 0,9% de 563 cepas de E. coli ¢ a maioria de todos os
isolados possuia atividade hemolitica (FRYDENDAHL, 2002).

A prevaléncia de E. coli O157:H7 foi maior em fezes de suinos
que em de bovinos ¢ humanos - resultado relatado em pesquisa realizada
por Ateba e Bezuidenhout, em 2008, no sul da Africa - o que sugere
que esses animais podem ser um risco a saide humana, ao serem
portadores desta cepa.

No Japdo, 1,4% dos suinos amostrados de 35% das granjas do
pais possuiam a STEC O157:H7, carregavam os genes stx;, stx, , eaeA e
abrigavam o plasmidio pO157 (NAKAZAWA; AKIBA; SAMESHIMA,
1999). Em estudo para determinacdo das variantes do gene stx; em
cepas de STEC isoladas de pacientes humanos no Japao, as variantes
foram agrupadas de acordo com a sequéncia de nucleotideos da familia
da Stx2 e verificou-se uma relagdo significativa entre Stx2 e a HUS
(NAKAO et al., 2002).

Em 2007 foi relatado um surto de E. coli O157, associado ao
consumo de salame suino, onde foram isolados os genes stx;, stx; e eae
dos pacientes hospitalizados com colite hemorragica e do salame
consumido (CONEDERA et al., 2007). No ano de 2008, o CDC relatou
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532 casos de E. coli O157:H7 nos EUA (ESTADOS UNIDOS DA
AMERICA, 2008). O Brasil nio dispde de dados sistematizados para
informacao de niimero de casos de HUS ou de CH causada por cepas
patogénicas de E. coli O157:H7.

2.5.2.4 Caracteristicas culturais e identificagdo

O sorotipo O157:H7 € o inico da maioria das cepas de E. coli que
ndo fermentam o sorbitol dentro de 24 horas e ndo expressam a [3-
glucoronidase, encontradas em muitas cepas de E. coli. Desta forma, o
Agar Sorbitol MacConkey (SMAC) tem sido eleito para o isolamento da
O157:H7 em alimentos, adicionado de cefixime-telurito, com o objetivo
de inibir outras cepas de E. coli e outras bactérias que ndo fermentam o
sorbitol (MENG; ZHAO; DOYLE, 2001).

As cepas de E. coli O157:H7 sao incapazes de multiplicar em
temperaturas acima de 44 a 45,5°C; desta forma, sdo inibidas e ndo sdo
detectadas nas andlises de coliformes fecais pelo método do numero
mais provavel, que utiliza a fermentacdo da lactose a 44,5°C como
caracteristica confirmativa, nem nas analises diretas de E. coli,
utilizando substratos para a enzima - glucoronidase (KORNACKI;
JOHNSON, 2001; SILVA et al., 2003).

2.6  METODOS DE DESCONTAMINACAO DE CARCACAS

Melhorar a qualidade microbioldgica dos alimentos por meio de
melhorias no processo tecnologico ¢ insuficiente somente para garantir
que doengas alimentares ndo cheguem ao consumidor, pois 0 processo
tecnologico nem sempre garante a auséncia de patogenos. Os alimentos
podem facilmente ser recontaminados. Esfor¢os devem ser feitos para
cumprir rigorosamente as medidas de higiene, seguindo as Boas Praticas
de Higiene (BPH) e as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF),
rigorosamente implementada na Analise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle (APPCC), ao longo de toda a cadeia alimentar (PANISELLO
et al., 2000). A descontaminacgdo de carcagas € uma opc¢ao relevante nos
casos em que a prevaléncia de patdogenos nas carcagas deve ser reduzida
a niveis que nao sdo obtidos pela implementagdo de praticas de higiene
no abate e intervengdes em nivel de produgdo primaria (LAWSON et
al., 2009).

Podem-se reduzir os niveis bacterianos no processo de abate com
cuidados anteriores, por meio de dietas alimentares modificadas, por
exclusdo competitiva, utilizando-se bactérias benéficas ao animal, pelo
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uso de tratamentos na dgua potavel, pela administragdo oral de cloratos e
pelo uso de vacinas. Apds o abate também ¢ possivel, com técnicas de
descontaminagdo, como depilacdo quimica, lavagem com dgua quente
em temperatura >74 °C, pasteurizagdo com vapor, aspiragdo com vapor,
lavagens quimicas com solugdes de acidos organicos e o uso de
lactoferrina como antimicrobiano em alimentos (HUFFMAN, 2002;
KOOHMARALIE et al., 2007).

Os surtos de E.coli O157:H7, nos Estados Unidos da América em
1993, iniciaram uma era de intensivos esfor¢cos para melhorar a
qualidade sanitaria da carne. Varios tipos de intervengdes, como 0 uso
de acidos organicos, agua quente, testes e retestes de amostras, além de
irradiagdo, foram realizados para verificar o melhor e mais efetivo
método de reducdo de micro-organismos patogénicos (KOOHMORAIE
et al., 2005).

No inicio de 1996, o Departamento de Alimentos e Drogas dos
Estados Unidos (FDA), aprovou o uso de cloreto de sodio acidificado
como aditivo permitido para a redugdo de patogenos e para estender o
tempo de prateleira de carnes vermelhas, aves e produtos do mar
(ESTADOS UNIDOS DA AMERICA, 2011). Ja na Comunidade
Europeia, o uso de descontaminag@o de carne suina fresca nao ¢ comum.
Durante muitos anos, a legislagdo do continente europeu limitou o uso
de substancias para a remogao superficial de produtos de origem animal.
No entanto, atualmente, o Regulamento 853/2004 CE proveu a base
legal para o uso de métodos fisicos, como agua quente ou vapor, como
método de descontaminagdo (CODE...,2004b; HUGAS; TSIGARIDA,
2008).

No Brasil, o uso de substancias quimicas no processo de
descontaminagdo microbiana de carcacas foi realizado até o ano de 2004
em abatedouros sob fiscalizagdo federal do Ministério da Agricultura.
Porém, tendo em vista a possibilidade de exportagdo de carcacas suinas
para paises membros da Unido Européia, e sendo esta pratica condenada
por estes paises, no ano de 2004 o Departamento de Inspecdo de
Produtos de Origem Animal do Ministério da Agricultura resolveu
suspender tal pratica, até que mais estudos sobre o assunto fossem
realizados no Brasil (BRASIL, 2004). Em diversos paises foram
realizados estudos com o objetivo de verificar a eficiéncia da
sanitizagdo das carcagas de diversas espécies animais, sendo os acidos
organicos, acético e latico os mais utilizados no processo de
descontaminagdo e lavagem de carcagas, associados ou ndo ao uso de
adgua quente e vapor (BOSILEVAC et al., 2006; CARPENTER;
SMITH; BROADBENT, 2011; DORSA et al., 1995; EPLING;
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CARPENTER; BLANKENSHIP, 1993; HARDIN et al, 1995;
HUFFMAN, 2002; HWANG; BEUCHAT, 1995; NISSEN;
MAUGESTEN; LEA, 2001).

2.6.1 Os acidos orginicos

Os acidos orgénicos e seus sais sdo considerados acidos fracos.
Os acidos acético, latico, propidnico, benzoico e sorbico, que também
sdo considerados 4acidos fracos, sdo comumente utilizados na
conservagao de alimentos (DAVIDSON; TAYLOR, 2007), inibindo a
multiplicac@o, reduzindo o numero e a prevaléncia de patégenos, além
da carga microbiana de carcagas (HUFFMAN, 2002).

A efetividade da atividade antimicrobiana tem relagdo com o pH
e a forma ndo dissociada do acido. Desta forma, o acido ndo dissociado
permeia através da membrana plasmatica (lipolitica), penetrando na
célula. A molécula do acido se dissocia apds entrar na célula, resultando
em liberacdo de anions e protons, que acidificam o citoplasma celular e
que devem ser expulsos para o exterior. Porém, a membrana ¢
impermeavel aos prétons que devem ser transportados ao exterior. Isto
leva a célula ao desiquilibrio homeostatico, cria um potencial
eletroquimico através da membrana, altera o pH intracelular, inibe
reag0es metabdlicas essenciais e acumula substincias toxicas
(DAVIDSON; TAYLOR, 2007; FORSYTHE, 2002).

Os acidos organicos, para serem considerados seguros em sua
utilizagdo como antimicrobianos, devem atender a alguns requisitos: ndo
podem ter uma agdo permanente sobre a carne; a cor da carne fresca ndo
deve ser preservada; o produto final deve apresentar indicadores de
deterioragdo normal (por exemplo, descolora¢do); ndo deve haver
extensdo da vida util em relagdo aos produtos elaborados a partir
daquelas carnes sem tratamento; a composi¢do nutricional da carne ndo
deve ser afetada pelo tratamento - por exemplo: as proteinas ndo devem
ser desnaturadas; as caracteristicas sensoriais do produto ndo podem ser
alteradas em relagdo ao produto final e, por fim, ndo deve haver
quaisquer residuos detectaveis do acido organico no produto carneo
elaborado de carcaca tratada (ESTADOS UNIDOS DA AMERICA,
2011).

Os efeitos da descontaminacdo microbiologica de carcagas
bovinas foram analisados por Gill e Landers (2003), utilizando 2 % de
acido latico, lavagem das carcacas com agua entre 40°C e 50°C e
pasteurizacdo com vapor ou agua quente a 85°C, sendo este Ultimo
considerado como mais eficiente na obtencdo da maxima redugdo
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bacteriana. Uma solu¢do comercial de 5% de didxido de cloro foi
utilizada em superficie de carcagas suinas por Sardinha et al. (2001), e
foi verificada a redugdo significativa de enterobactérias e da contagem
total de bactérias aerdbicas. Da mesma forma, estudos realizados por
Vasconcelos et al. (2002), com carne ovina, utilizando acido acético a
1%, inibiu o crescimento de mesofilos, bolores e leveduras por duas
semanas e de coliformes por seis semanas.

Estudos foram realizados por Stopforth et al. (2003), para avaliar
a influéncia da concentracdo de acidos organicos na sobrevivéncia de
Listeria monocytogenes ¢ Escherichia coli O157:H7 na 4dgua de lavagem
de carcagas ¢ em modelos de superficie de equipamentos. Eles
demonstraram que o pH da agua de lavagem, em torno de 4, foi letal
para a Listeria monocytogenes, porém nao para a Escherichia coli
O157:H7.

Os acidos organicos sdo excelentes antimicrobianos contra
bactérias, entre elas esta a Salmonella. Oferecem diversas vantagens
como antimicrobianos porque sao GRAS (Generally Regarded as Safe -
Geralmente Considerados Seguros) para uso sem limitagdo, possuem
baixo custo, sdo facilmente manipulados e provocam minimas alteragdes
sensoriais nos produtos (MANI-LOPEZ; GARCIA; LOPEZ-MALO,
2012).

Recentes estudos sugerem que ha influéncia do baixo pH
atribuido aos acidos orgénicos produzidos por bactérias probioticas na
inibi¢ao da expressdo do gene stx2A da E. coli O157:H7 (CAREY et al.,
2008). Ao mesmo tempo, existe a preocupagdo de que os tratamentos
descontaminantes possam levar ao incremento da tolerancia apds a
adaptac@o ao estresse ambiental e 0os micro-organismos possam se tornar
altamente resistentes a outras situagdes de estresse, resultando em um
aumento da sobrevivéncia de patogenos nas carnes (STOPFORTH et al.,
2003; SMIGIC et al., 2009). Para avaliar o impacto da descontaminagdo
na satide publica, alguns aspectos precisam ser considerados, como a
prevaléncia dos patdogenos nas carcacas, a distribui¢do do niimero de
patogenos em cada carcaca, o limite de deteccdo para os métodos
microbiologicos - que deve ser um nimero fixo ou a distribuicdo
provavel -, a dose infectiva e o tipo do patégeno e as condi¢des ao longo
da cadeia, que determinam a multiplicagdo, a sobrevivéncia ou a morte
da bactéria apds a descontaminagdo (HUGAS; TSIGARIDA, 2008).
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2.6.2 O acido latico

O éacido latico (4cido 2-hidroxipropanoico) (Figura 7) é um acido
monocarboxilico, com pKa 3.79, sendo um metaboélito normal em seres
humanos e animais. E oxidado através do piruvato, no citoplasma da
célula, para didxido de carbono e agua no ciclo do 4cido tricarboxilico,
no interior da mitocondria. E produzido naturalmente durante a
fermentagdo de alimentos por bactérias acido-laticas. O acido latico e
seus sais sdo potentes desintegradores da membrana externa composta
de lipopolissacarideos (LPS), alterando a permeabilidade da barreira
(DAVIDSON; TAYLOR, 2007).

Figura 7 - Estereoformas do 4cido latico
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Fonte: Sodergard e Stold (2002)

Nos EUA, o uso dessa substincia é regulada pelo Servigo de
Inspecdo e Protegdo aos Alimentos (FSIS), do Departamento da
Agricultura dos Estados Unidos da América (USDA), por meio da
Diretiva FSIS 7120.1, revisdo 11 de 4/6/2012, que estabelece limites de
uso e aplicagdes. Ele pode ser utilizado em solugdo aquosa para
aspersdo, na concentra¢do de até 5%, em carcagas antes ou apos a
refrigeragdo e em Orgdos e carnes variadas. Essa diretiva também
estabelece alguns requisitos necessarios para que os acidos orgénicos
possam ser aprovados e utilizados nas industrias (ESTADOS UNIDOS
DA AMERICA, 2012).

Utilizar dilui¢des baixas de acido latico, entre 1% a 2%, na linha
de produgdo do abatedouro, pode auxiliar no processo de
descontaminagdo de carcagas, sem afetar atributos de qualidade da
carcaca suina (JAYAWARDANA et al, 2009; VAN NETTEN;
MOSSEL; HUIS, 1997).

A superficie externa da carcaga suina ¢ coberta por pele contendo
proteina estromatica, principalmente colageno, e gordura. Esses
componentes s30 sem cor aparente e sdo na sua maioria brancos. A cor
da pele na superficie da carcaga do suino ao final da linha de abate, ou
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seja, no momento da descontaminagdo, ¢ de um branco- rosa- amarelo.
Uma ligeira vermelhiddo na pele pode ser devido a pigmentos heme a
partir de residuos de sangue. Podem ocorrer mudancas na cor da
superficie de carcacas tratadas com 4acido latico e vapor, pela
desnaturagdo das camadas superficiais da pele do suino, seguida da
oxidagdo dos pigmentos heme e as mudancas na hidratagdo das
proteinas devido a redugdo do pH apds tratamento com acido latico
(PIPEK et al., 2005).

O acido latico a 2% e 5%, aplicado durante 60 segundos sobre a
superficie da carcaga, eliminou Salmonella typhimurium de carcagas
suinas inoculadas com 1 log ¢ UFC/cm’ , mas ndo eliminou aquelas
inoculadas com 2 log i UFC/cm? (VAN NETTEN MOSSEL; HUIS,
1995). A utilizacdo de acido latico a 2%, associado a 4gua a temperatura
de 90°C a 95°C ¢ 4 a 6 bar de pressdo, foi eficiente em reduzir mesofilos
e retardar o crescimento de psicotroficos (PIPEK et al., 2006).

O pH intracelular tem sido estudado como indicador do estado
fisiologico das células bacterianas submetidas ao acido latico e a sua
interferéncia na viabilidade celular ap6s descontaminagao (SMIGIC et
al., 2009). A eficaicia da lavagem de superficies carneas para
descontaminagdo e inibicdo da multiplicag@o residual, com a utilizagdo
de 2% de acido levulinico, acido acético e acido latico, foi realizada em
um estudo no qual se verificou, ao final, que ndo houve vantagem na
reducdo de patégenos quando a lavagem foi realizada com acido
levulinico, comparado com o acido latico e acético (CARPENTER;
SMITH; BROADBENT, 2011).

2.6.3 O vapor e a A4gua quente

O processo de pasteurizagdo consiste em expor a carcaga ou
produtos carneos ao vapor de agua a temperatura entre 82°C a 97°C,
dentro de uma cabine com pressdo atmosférica durante 6 a 12 segundos.
Normalmente, este tratamento inclui dgua renovavel, a pasteurizacao
com vapor e o resfriamento imediato. Em alguns equipamentos de
vapor, a pressdo pode ser combinada para melhorar a eficiéncia do
tratamento. O processo industrial foi desenvolvido nos EUA e o
tratamento de pasteurizacdo de carcacas foi aprovado pelo FDA, em
1995, para todas as carcagas e partes de carcagas que fossem
processadas. Essa tecnologia tem a vantagem de prover uma solugdo
continua e barata para a descontaminagdo de pequenos ou grandes
pedagos de carne, em um curto espaco de tempo (AYMERICH,;
PICOUET; MONFORT, 2008).
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A eficacia dos métodos utilizados para reduzir o nimero de
bactérias na superficie das carcagas ¢ influenciada pela pressdo da agua,
temperatura, substincias quimicas presentes e sua concentragdo, tempo
de exposicdo, métodos de aplicagdo, modelo da cdmara de aplicagéo e
estagio da aplicacao (BELK , 2002; SOFOS; BELK; SMITH, 1998).

O processo de intervengdo com dgua quente tem a vantagem de
atingir uma consistente redu¢do na contaminagdo bacteriana e requer
menor manipulagdo da carcaga. A agua quente utilizada a temperatura,
variando entre 75°C a 85° C, por um periodo de tempo de 9 a 12
segundos de aplicagdo, sob pressdo por aspersdo sobre a carcaga, ¢é
eficiente para o processo de descontaminagdo (BOLTON; DOHERTY;
SHERIDAN, 2001).

Em experimento conduzido com cento e quarenta e quatro
carcagas bovinas, utilizou-se agua quente a temperatura entre 74°C a
87,8°C, concluindo-se que esta medida pode ser uma efetiva intervencao
para reduzir as bactérias na superficie das carcagas, pois houve reducdo
de, aproximadamente, 1,7 log, quando comparado com o controle. Este
dado demonstra que a lavagem com agua quente pode ser uma boa
estratégica e intervengdo efetiva para reduzir bactérias nas superficies de
carcagas bovinas; especialmente, por produzir um baixo numero de
populagdo Dbacteriana entre carcacas (REAGAN et al, 1996;
KOOHMARAIE et al., 2005). Da mesma forma, Belk (2002) concluiu
em seu trabalho que o uso de tratamentos combinados como: vapor,
lavagem com 4cidos organicos na pré-evisceracdo, pasteurizagdo com
agua quente, uma segunda aplicacao de acidos orgénicos e lavagem final
da carcaga, reduziu substancialmente a contagem bacteriana e a
incidéncia de Salmonella sp., com reducdo de 14,7% para 1,9%.

O tratamento com spray de agua quente durante as primeiras
horas apds o abate reduz significativamente a contagem total de
bactérias aerobicas, sem afetar a qualidade da carne suina (FERREIRA
et al.,, 2004). Em carcagas suinas, a descontaminagdo com agua quente
resultou em maior redugao no niamero de patdogenos (GILL et al., 1995).
Foram avaliadas as carcagas em um abate de trezentos e setenta e cinco
suinos por hora, tratadas por 15 segundos com agua a 80°C em cabine e
houve a reducdo de mais de 2 logs no niimero de E. coli, enquanto a
refrigeragao reduziu apenas 0,7 logs (JENSEN; CHRISTENSEN, 2004).

2.7  METODOS DE DETECCAO MICROBIOLOGICA

A contagem de células vidveis, tanto nos alimentos quanto nas
superficies de contato com o ar em uma industria de alimentos ¢ um dos
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parametros mais importantes na hora de se determinar a qualidade dos
alimentos (SORRIBES, 2008).

Os métodos de deteccdo microbioldgica sdo frequentemente
categorizados em dois grupos: convencionais e rapidos. Contudo, os
termos sdo mal aplicados, uma vez que alguns métodos rapidos
necessitam de 24 horas para obtencdo de seus resultados.
“Convencional” refere-se a procedimentos que sdo comumente
utilizados e costumam envolver homogeneizacdo da amostra de
alimento, prepara¢do de uma série de dilui¢des e inoculagdo em placas
com agar, especificas para a formagdo de colonias, e subsequente
contagem. Esses métodos podem também ser referidos como
“tradicionais”. Os métodos rapidos sdo alternativos aos convencionais e
sdo projetados para obter o resultado final em menos tempo. Isso ¢
altamente desejavel na inddstria de alimentos, apesar de as técnicas
serem mais caras (FORSYTHE, 2002).

2.7.1 Método convencional ou tradicional

Os métodos convencionais, empregados atualmente em inimeros
laboratérios do mundo e estabelecidos como padrio de andlises
microbiologicas de alimentos, caracterizam-se por serem laboriosos,
empregarem grandes volumes de meios de cultivo e requererem um
tempo consideravel para a obtencdo de andlises e resultados
(SORRIBES, 2008).

O procedimento tradicional para contagem de micro-organismos
envolve vdrias etapas: pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo,
homogeneizagdo, dilui¢do, plaqueamento em meio seletivo apropriado,
incubacdo em temperatura apropriada por mais de 24 horas e contagem
de coldnias especificas, seguido dos procedimentos de testes
bioquimicos, soroldgicos e moleculares para caracterizagdo (GE;
MENG, 2009; OTERO; GARCIA-LOPEZ; MORENO, 1998). Para se
detectar micro-organismos especificos, que muitas vezes sdo uma
pequena proporcao do total de micro-organismos presentes na amostra,
meios seletivos sdo usados para aumentar a multiplicagdo do micro-
organismos alvo e suprimir o restante (GE; MENG, 2009).

Nos métodos convencionais em que ocorre a contagem de
colonias, o numero de bactérias em um produto ¢ determinado por
inoculagdo de suspensdo diluida da amostra sobre a superficie de um
meio de crescimento s6lido ou misturando a suspensdo com o agar
liquefeito em placas de Petri. A contagem ¢ concluida apds incubacdo
em periodos fixados e temperaturas que variam de 7 °C a 55 °C, em
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atmosfera aerdbia, microaerébia ou anaerobia, dependendo do micro-
organismos alvo. Durante a incubagdo, cada célula individual se
multiplica em uma colonia visivel a olho nu. Existe, no entanto, a
possibilidade de as cepas de bactérias vidveis entrarem em dorméncia e
se tornarem nao cultivaveis, o que pode levar a uma subestima¢do do
patéogeno ou a falha no isolamento de patdégenos em amostras
contaminadas. Além disso, esses métodos requerem de dois a trés dias
para resultados iniciais e de sete a dez dias para confirmagdo (JASSON
etal., 2010; VELUSAMY et al., 2010).

2.7.2 Métodos rapidos ou alternativos

Os microbiologistas iniciaram o desenvolvimento de métodos
rapidos em meados dos anos 1960 e aceleraram o seu desenvolvimento a
partir da década de 1970, devido a necessidade de se abreviar o tempo
necessario para a obtengdo de resultados analiticos e de se melhorar a
produtividade laboratorial (FUNG, 2008).

Os métodos alternativos sdo definidos como aqueles de analises
que demonstram ou estimam o mesmo analito (micro-organismos),
medido pelo uso do método de referéncia correspondente (Ex.: AOAC
International, FDA/BAM ou USDA) e que tenha os seguintes requisitos:
rapida andlise e/ou respostas, facil de operar e/ou automagio,
performance analitica, no minimo, tdo boa quanto aquelas dos métodos
de referéncia (FELDSINE; ABEYTA; ANDREWS, 2002; LOMBARD;
LECLERCQ, 2010).

Os métodos rapidos ou alternativos requerem um tempo reduzido
para a obtengdo dos resultados e permitem processar um numero
elevado de amostras por unidade de tempo; sdo, em geral, faceis de usar,
precisos (sensibilidade e especificidade adequadas e limites de detecgdo
baixos) e economicamente rentdveis. Convém destacar que, na maioria
dos casos, o emprego de métodos rapidos ndo exclui a etapa de
enriquecimento do micro-organismo (ACHESON et al, 1996;
BLACKBURN; MCCARTHY, 2000; SILVA et al., 2001), diante da
necessidade de obter cultivos puros. Os resultados positivos obtidos de
métodos alternativos (diferentes dos métodos de referéncia) também
devem ser confirmados.

O Termo “Método Alternativo” refere-se a combinagdo de
produtos, equipamentos e procedimentos completos de operagdo; da
preparagdo da amostra ao resultado final (LOMBARD; LECLERCAQ,
2010). Os métodos alternativos podem ser divididos em grupos, sendo
que alguns sistemas utilizam um ou mais tipos de metodologia para
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atingir o resultado final, sendo: (1) meios de cultura sélido, diferentes
dos descritos na metodologia de referéncia; em sua maioria, baseados
em substratos cromogénicos, tornando facil o reconhecimento visual das
bactérias alvo nas placas; (2) kits imunoenzimaticos, como o ELISA e
(3) métodos moleculares, como sondas hibridizadas ou PCR, ambos
convencionais ou real time (FUNG, 2008; LOMBARD; LECLERCQ,
2010; MOLDENHAUER, 2008; SORRIBES, 2008).

2.7.2.1 PETRIFILM™

O sistema Petrifilm™ da marca 3M ™ ¢ constituido por um
sistema de filme duplo: uma base de cartdo de papel quadriculado
revestido de polietileno, recoberto por um meio de cultura desidratado
que contém um agente geleificante soluvel em agua fria, nutrientes e um
filme superior transparente removivel, que contém um indicador para
atividade e contagem (FRANCO; LANDGRAF, 2005. Os ingredientes
variam de acordo com a placa, dependendo da cultura do micro-
organismos. E um sistema de plaqueamento chamado all-in-one (Figura
8). Em vez de uma placa de Petri, a placa de Petrifilm™ faz uso de um
fino filme plastico que carrega o meio de cultura (JASSON et al., 2010).

O sistema Petrifilm™ utiliza sais de tetrazolio como indicador,
pois € um método alternativo indireto para medir atividade respiratoria
associada a uma cadeia de transporte de elétrons. A reducdo do sal pela
enzima mitocondrial succinato — desidrogenase leva a formagdo de um
precipitado insolivel de cor intensa, conhecido como Formazan. Os sais
de tetrazolium: cloreto de trifenil tetrazolium (TTC) e cloreto de iodo-
nitrofenil tetrazélium (INT) sdo utilizados frequentemente, dada a
rapidez com que sdo reduzidos pela maioria dos sistemas
desidrogenases. A transformagdo se realiza somente em células vivas e a
quantidade do composto produzido é proporcional ao numero de células
presentes (ORDONEZ, 2001).

A Association Official Analytical Chemists (2002) reconhece a
placa de Petrifilm ™ AC, CC, RCC, HSCC, EC, YM, RSA, como
método oficial. A Association Francgaise de Normalisation (AFNOR)
também valida como oficial as placas de Petrifilm ™ AC, EB, CC,
RCC, HSCC, EC, RSA (AFNOR VALIDATION, 2011). No Brasil o
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento reconhece a placa
Petrifilm ™ EC para produtos de origem animal (BRASIL, 2005).
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Figura 8 - Sistema Petrifilm TM com meio de cultura desidratado com agente
geleificante e filme superior transparente removivel

Fonte: Cattani (2011)
a) PETRIFILM ™ para contagem de aerébios

A placa Petrifilm ™ para Contagem de aerdbios (AC) é um
sistema pronto de meio de cultura que contém os nutrientes do agar
padrdo de contagem, um agente gelificante solivel em agua fria e um
indicador tetrazolico para facilitar a contagem das col6nias. Como
ocorre nas placas convencionais, a faixa de contagem de col6nias nas
placas Petrifilm ™ ¢ de vinte e cinco a duzentos e cinquenta coldnias,
sendo contadas todas as colonias vermelhas, independente de seu
tamanho ou intensidade de cor (3M™ Company, St. Paul, MN, USA).

As amostras a serem testadas devem ser preparadas com o uso de
diluentes apropriados como tampdo fosfato de Butterfield, agua
peptonada 0,1%, diluente salina peptonada (método ISO 6887), dgua
peptonada tamponada (método ISO 6579), solucdo salina (0,85-0,90%),
caldo letheen sem bissulfito de s6dio e agua destilada. A amostra,
diluida ou ndo, ¢ inoculada na superficie do filme base no volume de 1
ml e o filme superior é sobreposto. Com o auxilio de um difusor
plastico, a amostra é espalhada em uma 4rea de crescimento de 20cm’.
Ap6s a solidificagdo da substancia gelificante, o conjunto é incubado a
temperatura ¢ no tempo indicados pelo fabricante, de acordo com o
micro-organismos alvo. Apo6s a incubacdo, as colonias visiveis sdo
contadas e o resultado ¢ expresso em UFC/ml (ASSOCIATION
OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, 2002).

Em estudo realizado para verificar contagens de aerdbios em
sorvete, os resultados permitiram concluir que: os sistemas Petrifilm™ e
Simplate® ndo apresentaram diferenca significativa entre si, nem em
relagdo aos demais métodos de contagem, podendo ser utilizados como
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uma alternativa tecnicamente vidvel para a contagem padrio em placa,
em amostras de sorvete (SANT’ANA; CONCEICAO; AZEREDO,
2002).

b) PETRIFILM ™ para contagem de Enterobacteriaceae

A placa Petrifilm ™ para contagem de Enterobacteriaceae (EB) é
um sistema pronto de meio de cultura que contém nutrientes
modificados de vermelho Violeta Bile Glicose (VRBG), um agente
gelificante soluvel em dgua fria e um indicador tetrazélico para facilitar
a contagem das colonias. Como ocorre nas placas convencionais, a faixa
de contagem de colonias nas placas Petrifilm ™ ¢ de quinze a cem
coldnias, sendo contadas todas as coldnias que produzem acido e/ou gas,
vermelhas com zonas amarelas e/ou colonias vermelhas com bolhas de
gas com ou sem zonas amarelas (3MTM Company, St. Paul, MN, USA).

Em estudos realizados, a contagem média em log ;o € a precisdo
de repetibilidade estimada do método Petrifilm ™ EB foram similares
aquelas pelo método VRBG e melhores que aquelas pelo método NMP
(SILBERNAGEL; LINDBERG, 2002; 2003).

¢) PETRIFILM ™ para contagem de Escherichia coli

A placa Petrifilm ™ para Contagem de Escherichia coli (EC) é
um sistema pronto de meio de cultura que contém os nutrientes do agar
vermelho violeta bile (VRBA), um agente gelificante soltivel em agua
fria, um indicador de atividade glucuronidase (5-bromo-4cloro-3indolil-
B-D-glicuronideo) e um indicador tetrazolico. As placas Petrifilm ™ EC
sdo utilizadas para a contagem de E. coli e coliformes. A faixa de
contagem ideal de colonias nas placas Petrifilm ™ EC ¢ de quinze a
cento e cinquenta coldnias. Coliformes produzem colonias vermelhas
associadas as bolhas de gas e a Escherichia coli produz colonias azuis
associadas as bolhas de gas. A glicoronidase produzida pela Escherichia
coli reage com o corante indicador na placa, formando um precipitado
azul em torno da coldnia. Coldnias ndo coliformes sdo vermelhas, mas
ndo sdo associadas as bolhas de gas (3MTM Company, St. Paul, MN,
USA).

Em estudo realizado por Silva et al. (2006), o Petrifilm® EC
mostrou-se sensivel e eficiente para detecgdo de E. coli em alimentos,
quando comparado com o método convencional de tubos multiplos,
além de apresentar vantagens, tais como: rapidez na obtencdo de
resultados, praticidade na execucdo e na contagem de colonias e
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possibilidade de identificagdo bioquimica complementar no maximo 48h
apos incubagio.

As correlagdes encontradas entre as contagens de coliformes
totais e coliformes termotolerantes nos sistemas Compact dry® e
Petrifilm ™ EC e a metodologia tradicional indicam que os resultados
obtidos através desses métodos rapidos sdo equivalentes aos obtidos
pelo método de referéncia, e que podem ser usados como alternativas
vidveis nas analises microbiologicas de carne moida bovina, sem
comprometer a confiabilidade e a sensibilidade (CASAROTTI,
PAULA; ROSSI, 2007).

O Petrifilm ™ EC foi comparado ao método australiano para
enumeracgao de coliformes e E. coli e nenhuma diferenca significativa
foi encontrada entre os métodos, exceto que a contagem de E. coli foi
maior pelo método de plaqueamento direto com uma etapa de
ressuscitagio do que na contagem pelo método Petrifilm ™ (BLOCH et
al., 1996).

2.7.2.2 TEMPO®

TEMPO® ¢ um sistema miniaturizado que surgiu a partir do
conceito da placa microtituladora (96 pogos, formato 8x12), que permite
reduzir o volume reativo ¢ o meio a ser empregado nos ensaios. E
baseado no metabolismo de substratos especificos produzidos pelos
micro-organismos e sua deteccdo mediante diversos sistemas
indicadores (SORRIBES, 2008). Foi desenvolvido para a enumeracio de
indicadores de qualidade microbiologica em produtos alimenticios
(KUNICKA, 2007).

O teste consiste em um frasco contendo meio de cultura e um
cartdo, especificos do teste (Figura 9). Equipamentos dedicados e
programas especificos foram desenvolvidos para leitura final da
amostra. O processo inicia-se a partir da suspensdo da amostra a ser
testada, que sera inoculada no frasco do meio de cultura. O inoculado é
transferido para os cartdes que contém trés séries de dezesseis pocos (de
tamanho pequeno, médio e grande): 225 ul no primeiro pogo, 22,5 pul no
segundo pogo e 2,25 ul no terceiro, com uma diferenca de volume de 1
log entre cada série de pogos. O cartdo simula o método NMP,
utilizando dezesseis replicatas ao invés de trés a cinco, do método
convencional, reduzindo a incerteza e permitindo acurada quantificagao.
O cartdo ¢, entdo, hermeticamente selado, impedindo qualquer risco de
contaminag¢do. O micro-organismos alvo multiplica-se no meio de
cultura, resultando num sinal detectado pela leitora do equipamento,
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chamada TEMPO® Reader (baseado na fluorescéncia do pH indicador,
atividade da B- glucuronidase etc.). A enumeragdo varia de 10 a 49.000
UFC/ml ou de 100 a 490.000 UFC/ml, dependendo do protocolo
(JASSON et al., 2010; OWEN; WILLIS; LAMPH, 2010).

O sistema TEMPO® oferece uma importante economia pela
padronizacdo das andlises e minimiza¢do do tempo de treinamento, o
volume de residuos e o numero de operacdes. Estudos de fluxo de
trabalho demonstraram uma reducgdo de duas a trés vezes no tempo de
manipulagdo da amostra com a utilizagdo do TEMPO®, em comparagao
com o método de referéncia ISO (SOHIER; RANNOU; GORSE, 2006;
CATTAPAN; VILLARD; DUMONT, 2009).

Figura 9 - Transferéncia do indculo para os cartdes do sistema TEMPO®

Fonte: Association Official Analytical Che;ﬁsts Research News (2009)
a) TEMPO® TVC

O TEMPO® TVC foi validado e certificado pela AOAC
Research Institute, como um método efetivo para a enumeragéo total de
bactérias aerobias em uma variedade de alimentos, incluindo carne suina
crua, carne bovina crua, produtos carneos cozidos e defumados, entre
outros produtos (CROWLEY et al, 2009; JOHNSON; MILLS;
BEZZOLE, 2008).

Os micro-organismos aerdbios presentes na amostra hidrolisam o
substrato do meio de cultura durante a incubagio, produzindo um sinal
fluorescente por liberagdo da molécula 4-MU (metil umbelliferone) no
meio (CROWLEY et al., 2009).

Diversos estudos foram realizados para avaliagio do TEMPO®
TVC, expressando uma boa correlacdo entre ele e o método de
referéncia ISO (GREEN et al., 2011; VERSETTI et al., 2011).
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b) TEMPO® EB

O meio de cultura do TEMPO® EB contém uma molécula
fluorescente, o 4-metil umbelliferone (4MU), indicadora de pH
(JOHNSON et al., 2008). Quando o pH esta neutro, ha emissdo de
fluorescéncia. A Enterobacteriaceae presente no cartdo assimila os
nutrientes do meio de cultura durante a incubagdo, resultando em um
incremento do pH. Quando ocorre a fermentagdo da glicose pelas
Enterobacteriaceae ha acidificacdo do reagente, que resulta em extingdo
da fluorescéncia em tubos com reagdo positiva (COLON-REVELES et
al., 2007; JOHNSON; MILLS; BEZZOLE, 2009; OWEN; WILLIS;
LAMPH, 2010).

Em estudo realizado em alimentos e produtos lacteos, nao
foram encontradas diferengas significativas entre o TEMPO® EB, a
técnica NMP e o plaqueamento para a enumeragdo de
Enterobacteriaceae, sendo demonstrada vantagem na utilizacdo do
TEMPO® EB, bem como equivaléncia nos resultados encontrados
(OWEN; WILLIS; LAMPH, 2010). O método foi validado pela AOAC
apos estudos que demonstraram que ele é estatisticamente equivalente
ao método de referéncia (JOHNSON; MILLS; BEZZOLE, 2009).

¢) TEMPO® EC

O TEMPO® EC possui, no meio de cultura, o substrato
fluorogénico, 4-metilumbelliferil-B-D-glucuronideo (MUG), que ¢
clivado pela enzima B- glucuronidase, produzida pela maioria das cepas
da E. coli. A molécula clivada, 4-MU, produz fluorescéncia (Figura 10),
que ¢é detectada pelo TEMPO® Reader (CROWLEY et. al., 2010).

Em estudo realizado por Torlak, Akan e Gokmen (2008), o
TEMPO® EC foi claramente preferivel em relacdo ao meio TBX,
especificamente para amostras que incluem baixos niveis de
contamina¢do e células estressadas pelo frio, demonstrando ser um
método adequado e alternativo para a contagem padrdo em placa para
enumeracdo de E. coli, apresentando um alto coeficiente de correlacio
nos resultados encontrados.

Em estudos de enumeragdo de E. coli., descrita no processo de
validagdo pela AOAC Research Institute, o0 método do TEMPO® EC
demonstrou ser estatisticamente equivalente ao método de referéncia
(JOHNSON, 2007).
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Figura 10 - Fluorescéncia emitida apds clivagem do MUG no Sistema
TEMPO®
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Fonte: BioMerieux (2008)

2.7.2.3 VIDAS E. COLI 0157 (VIDAS ECO)

O Sistema VIDAS® (bioMerieux, Marcy-I’Etoile, France) ¢ um
sistema baseado na técnica de ELISA, que detecta micro-organismos
como a Salmonella, Campylobacter, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli 0157, entre outros. O ensaio imunoenzimatico
(ELISA) ¢ um sistema de deteccdo que usa anticorpos monoclonais
sobre placas para capturar o antigeno alvo. O antigeno capturado é entdo
detectado, usando um segundo anticorpo que pode estar conjugado a
uma enzima. A adi¢do de um substrato fluorescente facilita a
visualizagdo do antigeno alvo. Esse método oferece especificidade e
automag@o potencial (FORSYTHE, 2002; REITER et al., 2010).

O VIDAS® E. coli O157(VIDAS® ECO) é um teste qualitativo,
automatizado nos sistemas VIDAS® , que permite a detecgdo de
Escherichia coli de sorotipo O157 nos produtos de alimentagcdo humana
pela técnica ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay), Ensaio
Imunoenzimatico Fluorescente. O sistema pode analisar doze amostras
simultaneamente apds o primeiro ensaio, quando o equipamento ¢
calibrado utilizando-se um calibrador identificado como S1 que sera
analisado em duplicata, um controle positivo (Cl1) e um controle
negativo (C2). O calibrador deve estar compreendido nos limites RFV
(“Relative Fluorescence Value”) fixados (bioMerieuex, Marcy-I"Etoile,
France). Para ELISA, o limite de deteccdo tipico € de 10° células/ml
(BLACKBURN; MCCARTHY, 2000).
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O barrete utilizado no sistema, é composto por dez pogos
cobertos com uma folha de aluminio selada e etiquetada, onde se
encontra um cédigo de barras com a informacao relativa ao codigo de
teste, o nimero de lote e a data de validade da embalagem. No VIDAS®
ECO, o cone (SPR®), de utilizagdo Unica, serve tanto de fase solida
como de suporte de pipetagem. O interior do cone esta coberto com uma
proteina recombinante de fago que permite a captura das E. coli
0157:H7 (BIOMERIEUX, 2008).

Todas as etapas do teste sdo efetuadas automaticamente pelo
aparelho e constituidas por uma sucessdo de ciclos de aspiragdo e
dispersdao do meio reacional. As E. coli O157:H7 presentes sdo
capturadas pela proteina recombinante do fago fixado no interior do
cone. Os elementos que ficam livres sdo eliminados por lavagem. Em
seguida, o conjugado com fosfatase alcalina ¢ aspirado pelo cone e vai
fixar-se as E. coli O157:H7, que ja estdo fixas a proteina de fago da
parede do cone. As novas etapas de lavagem eliminam o conjugado nao
fixado. Na etapa final de revelag@o, o substrato 4-metilumbeliferilfosfato
¢ aspirado e dispensado no cone; a enzima do conjugado catalisa a
reacdo de hidrdlise deste substrato em 4-Metil-umbeliferona, cuja
intensidade da fluorescéncia emitida ¢ medida por meio de um scaner
otico a 450 nm no VIDAS® e o valor é expresso em RFV (Valor
relativo de fluorescéncia). Terminado o teste, os resultados sdo
analisados automaticamente pelo aparelho que fornece um valor de teste
para cada amostra. Este valor ¢ comparado com as referéncias internas
(limiares) e cada resultado ¢ interpretado (positivo, negativo). Os
valores sdo interpretados e expressados da seguinte forma: valor do teste
< 10 = interpretagdo negativa; valor do teste >10= interpretacao positiva.
Um resultado com um valor de teste inferior ao valor limiar indica uma
amostra que ndo contém antigenos O157 ou que contém uma
concentracdo de antigenos O157 inferior ao limite de detec¢do. Um
resultado com um valor de teste superior ou igual ao valor limiar indica
uma amostra contaminada com E. coli O157. Neste caso, os resultados
devem ser confirmados pelo método convencional em Caldo Mac
Conkey com cefixima e Telurito de potassio (CT-MAC). O Agar
Sorbitol Mac Conkey adicionado de cefixima e Telurito de potassio
utiliza em sua composi¢cdo o sorbitol no lugar da lactose, sendo mais
seletivo com concentragdo menor de sais biliares e cristal violeta para
inibicdo de bactérias Gram positivas, principalmente Enterococcus e
Staphylococcus, ¢ também de espécies de Proteus (BIOMERIEUX,
2008).
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Na execugdo do teste VIDAS ECO podem ocorrer reacdes
cruzadas entre os anticorpos do teste com estirpes/cepas que possuem
antigeno O157, que ndo E. coli, tais como algumas Salmonella do grupo
N, algumas Citrobacter, M. morganii e E. cloacae (DE BOER,;
HEUVELINK, 2000; HUANG et al., 2005).

Huang et al. (2005) e Reiter et al. (2010) realizaram estudos
comparativos entre o sistema VIDAS® e outros métodos alternativos em
relagdo ao método tradicional, com micro-organismos diversos ¢ em
diferentes amostras de alimentos. Verificou-se um melhor desempenho e
efetividade diagnostica pelo sistema VIDAS®, em comparagdo com oS
demais métodos testados.

O teste VIDAS ECO foi validado pela Association Frangaise de
Normalisation (AFNOR) - BIO 12/08 — 07/00, em 5 de Julho de 2000,
para todos os produtos alimentares; pela AOAC RI Método testado de
performance N° 010504 para carne bovina picada e pelo Governo
Chinés SN/T 0184.1 (AFNOR, 2011; ASSOCIATION OFFICIAL
ANALYTICAL CHEMISTS, 2002). A reacdo antigeno-anticorpo no
sistema VIDAS® ECO pode ser observada na Figura 11.

Figura 11 - Captura do antigeno presente na amostra; o Ac se liga a0 Ag; um
segundo anticorpo conjugado a uma enzima forma o imunocomplexo; A adi¢ao
de um substrato fluorescente 0 4MUP facilita a visualizagdo do antigeno alvo e
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Fonte: BioMerieux (2008)
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3 AVALIACAO DA INFLUENCIA DO ACI]~)O LATICO E DA
AGUA QUENTE NA DESCONTAMINACAO MICROBIANA
EM CARCACAS SUINAS NO BRASIL

Para aprimorar a condi¢@o sanitaria industrial e com o objetivo de
aumentar a seguranga microbioldgica e a higiene do processo de abate,
houve a obrigatoriedade a partir do ano de 1997 dos estabelecimentos de
abate que funcionavam seguindo as normas do Servigo de Inspegéo
Federal no Brasil para a produgdo de carne e produtos de origem animal
implantarem programas de Boas Praticas de Fabricagio (BPF)
(BRASIL, 1997) e programas de Analise de Perigo e Pontos Criticos de
Controle (APPCC) (BRASIL, 1998).

Entretanto, a condigdo sanitaria do suino antes do abate,
principalmente em relagdo a Salmonella spp., ¢ um fator que contribui
para a contaminagdo bacteriana da carcaca durante os procedimentos de
inspecdo sanitaria, devido aos cortes realizados nos linfonodos e
concomitante manipulagdo dos 6rgdos abdominais e visceras, levando a
contamina¢do cruzada das carcagas no abate (BESSA; COSTA;
CARDOSO, 2004; HUMPHREY; JORGENSEN, 2006; OLIVEIRA et
al., 2010; SILVA et al., 2009). Desta forma torna-se necessario adotar
medidas de controle para prevenir a disseminagdo dos patdgenos
presentes nos animais abatidos para o homem (NESBAKKEN;
SKJERVE, 1996; SOFOS; BELK; SMITH, 1999).

Me¢étodos de descontaminagdo bacteriana em carcagas podem ser
necessarios como uma efetiva interven¢do, no sentido de reduzir a
contaminacdo apos o abate (SWANENBURG et al., 2001). Esses
processos de descontaminacdo baseados em imersdo, lavagem ou
aspersao de agua ou solugdes quimicas, lavagem com agua quente em
temperatura superior a 74°C, pasteurizagdo com vapor, aspiragdo com
vapor, lavagens quimicas com solugdes de dacidos organicos
(HUFFMAN, 2002; KOOHMARAIE et al., 2005) sao utilizados em
diversos paises, como EUA, Canad4d e Australia (SOFOS; BELK;
SMITH, 1999). Desta forma, a descontaminagdo de carcagas ¢ uma
opcdo relevante nos casos em que a prevaléncia de patdogenos nas
carcacas deve ser reduzida a niveis que ndo sdo obtidos pela
implementacdo de praticas de higiene no abate e também pelas
interveng¢des em nivel de produgdo primaria (LAWSON et al., 2009).

Esse trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do uso de
acido latico e da 4gua de lavagem sobre a populagdo microbiana
naturalmente presente na superficie de carcagas suinas no Estado de
Santa Catarina, Brasil.
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3.1  MATERIAL E METODOS

Durante o periodo de marco de 2010 a margo de 2011, foram
analisadas 152 amostras procedentes de 76 carcacas suinas coletadas no
final da linha de um abatedouro sob Inspe¢do Federal, no Estado de
Santa Catarina, com abate diario de 4.500 suinos.

3.1.1 Amostras

Cada amostra foi constituida de swabs de esponja coletadas em
quatro pontos da carcaga (pernil, barriga, lombo e papada). Os quatro
swabs de esponja juntos (100 cm’ cada) representam a amostragem de
uma 4rea correspondente a 400 cm’. As amostras das superficies das
carcacas foram coletadas pressionando-se a esponja, previamente
umedecida em 100 mL de solugédo salina peptonada 0,1% estéril, sobre
moldes delimitadores esterilizados, na 4rea a ser amostrada (100 cm®)
por cerca de 20 segundos, iniciando o procedimento no sentido vertical,
depois esfregando horizontalmente e, por fim, no sentido diagonal. A
esponja foi acondicionada em um saco de stomacher estéril ¢ mantida
sob refrigeragdo a 4 °C até o momento da analise no laboratdrio, que nao
ultrapassou 24 horas da coleta.

A coleta foi realizada antes e 12 horas apds a aplicagdo dos
seguintes tratamentos: tratamento zero (TO), aspersdo de agua em
temperatura ambiente; tratamento 1 (T1), aspersdo de agua com
temperatura entre 76°C e 78°C, tratamento 2 (T2), 4gua com
temperatura entre 76°C e 78°C seguido de aspersdo com acido latico na
concentracdo de 1,5%; tratamento 3 (T3), agua a temperatura ambiente
seguido de aspersdao de acido latico na concentragdo de 1,5%. As
carcagas se encontravam sob refrigeracdo no momento da coleta
realizada 12 horas apos os tratamentos.

3.1.2 Metodologia utilizada para aspersio de agua e acido latico

Para aspersdo de agua na superficie das carcagas foi utilizado o
chuveiro final da linha de abate, com dimensées de 3 metros de
comprimento, com 3 metros de altura e 1,15 metros de largura no
interior; ¢ com 67 cm na entrada do chuveiro. A 4gua do chuveiro ¢é
automaticamente acionada por sensor durante 5 segundos, sendo
aspergida por meio de trés fileiras de bicos aspersores (14 bicos na
primeira fileira, 20 bicos na segunda fileira e 10 bicos na terceira
fileira), totalizando 44 bicos aspersores, sob pressdo de 2,2 Kgf/em®.
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A 4gua utilizada se encontrava na temperatura entre 14°C e 25°C
parao TO e T3. A agua aquecida utilizada no experimento para T1 e T2,
foi aquecida até 86°C no interior da caixa d’agua e chegou aos bicos
aspersores do chuveiro final entre 76°C a 78°C.

A solugdo de acido latico a 1,5% em temperatura ambiente, foi
aspergida por pulverizador costal manual. O bico aspersor manteve a
pressdo de saida constante em torno de 2 Kgfiem® e vazdo de 300
ml/minuto.

Utilizou-se acido latico natural L(+) produzido pela fermentacdo
da cana de agucar, com concentragdo de 84,5-85,5%, marca PURAC®.
Foi utilizado 150 mL de acido latico, adicionado a agua em quantidade
suficiente para 10 litros de solucdo, e que manteve o pH em torno de
2,5, sendo controlada com pHmetro. As carcagas foram aspergidas
manualmente durante 3 minutos em média, com um volume de
aproximadamente 900 mL de solu¢do por carcaga, formando-se um
filme uniforme da solugdo sobre a superficie da carcaca. As carcagas
que receberam este tratamento foram aspergidas logo apds o chuveiro
final na linha de abate, localizado antes da entrada no choque térmico e
das camaras de refrigeracao.

As carcacas foram submetidas a analise sensorial apos
alcangarem a temperatura de 7°C.

3.1.3 Metodologia utilizada para os ensaios microbiolégicos

Os ensaios microbiologicos para analise de micro-organismos
aerdbios mesofilos, enterobactérias, E. coli, Salmonella spp. e E. coli
0157 , foram realizados de acordo com a metodologia descrita no
American Public Health Association (APHA) (ANDREWS et al., 2001;
KORNACKI; JOHNSON, 2001; MENG; ZHAO; DOYLE, 2001).

As cepas de Salmonella spp. foram tipificadas pela técnica de
Polymerase Chain Reaction (PCR) no Laboratério de Enterobactérias
da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, RJ).

Amostras da agua utilizada na lavagem das carcagas foram
coletadas em todos os dias do experimento, e analisadas para contagem
total de micro-organismos aerobios mesofilos, enterobactérias, E. coli e
Salmonella spp.

3.1.4 Analise Estatistica

Os dados referentes aos micro-organismos pesquisados foram
analisados estatisticamente pelo programa STATISTICA 7.0, sendo
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realizada Analise de varidncia, a nivel de 95% de confianca
(ANDRADE; OGLIARI, 2007). As contagens em UFC/cm” dos micro-
organismos aerobios mesofilos, enterobactérias e FE. coli foram
transformadas em log;, para efetuar-se a reducdo. Valores de log
negativos expressam contagens menores ou iguais a zero.

3.2 RESULTADOS

Na tabela 1 sdo apresentados os resultados dos ensaios
microbiolégicos realizados para Salmonella spp., E. coli e
enterobactérias, nas carcagas suinas antes e depois dos tratamentos
realizados.

Tabela 1 - Prevaléncia de carcagas suinas detectadas positivas para Salmonella
spp. , E. coli e Enterobactérias, analisadas antes e ap0s a aplicacdo dos
tratamentos com agua e acido latico a 1,5% (T0,T1,T2,T3)

Numero de carcagas positivas
Micro-organismo Fase do| TO | T1 | T2 | T3 Total
Tratamento
Salmonella Antes 1 1 0 1 3/76
Depois 0 1 1 0 2/76
E. coli Antes 8 8 5 10 | 31/76
Depois 5 5 0 3 13/76
Enterobactérias Antes 11]15) 9 9 44 /176
Depois 8 8 0 8 [24/76

Fonte: Dados do autor

Nota:T0, dgua em temperatura ambiente ; T1, 4gua com temperatura entre 76°C
e 78°C ; T2, agua com temperatura entre 76°C e 78°C seguido de aspersdo com
acido latico na concentracgao de 1,5% ; T3, dgua a temperatura ambiente seguido
de aspersdo de acido latico na concentragdo de 1,5%.

A Salmonella spp. foi detectada em 5 das 76 carcagas amostradas,
representando uma prevaléncia de 6,58% sobre a amostra. As cepas de
Salmonella spp. foram identificadas e pertenciam a trés sorovares
destacando-se Sal/monella Thyphimurium (2/5), Salmonella Agona (2/5)
e Salmonella Derby (1/5). Nao foi possivel avaliar estatisticamente o
efeito dos tratamentos na descontaminacdo das carcagas naturalmente
contaminadas com Salmonella spp. devido a baixa frequéncia de
carcagas encontradas com o patégeno.

A frequéncia de Sal/monella spp. encontrada antes do tratamento
pouco diferiu da frequéncia encontrada depois do tratamento (1,02%) e
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a prevaléncia de E. coli nas carcagas foi reduzida em 32,68% apos os
tratamentos e para enterobactérias a reducdo apos os tratamentos foi de
26,31%.

As contagens de E. coli variaram de 0,1.101 UFC/cm® a 9,2.101
UFC/cm® antes dos tratamentos e de 0,1.10" UFC/ecm®> a 0,9.101
UFC/ecm® depois dos tratamentos, ¢ as contagens de enterobactérias
variaram de 0,1.10' UFC/cm® a 1,3. 10 UFC/em? antes dos
tratamentos e de 0,1.10' UFC/cm® a 2,2.10° UFC/cm”® depois dos
tratamentos. O tratamento que demonstrou redugido de 100% no niimero
de carcagas positivas em relagdo a FE.coli e enterobactérias foi o
tratamento 2 que utilizou agua com temperatura entre 76 °C e 78 °C
seguido de aspersdo com acido latico na concentragdo de 1,5%.

Foram analisadas as diferengas entre os resultados de contagem
inicial e final de mesofilos, enterobactérias e E. coli ap6s os tratamentos
realizados. Na tabela 2 estdo descritos os valores médios encontrados na
contagem inicial (antes do tratamento) e final (depois do tratamento)
para cada micro-organismo pesquisado, e a redu¢do dos mesmos apds os
tratamentos.

Tabela 2 - Média de contagem de micro-organismos Meso6filos aerobios,
enterobactérias, E. coli , inicial (antes do tratamento), final (depois do
tratamento) e a reducdo alcangada apos a aplicacdo dos tratamentos para
descontaminagdo de carcagas suinas

Micro-organismos Estag10~ da Tratamentos
operagao
TO [Tl T2 T3
Média | Média Média Média
Mesbfilos Antes 3,680 3,91° 3,79 3,79
Depois 3,05 3,001° 292"  321°
Redugiio 0,67 0,96 0,92 0,54
E. coli Antes 0,48 043°  002°  030°
Depois 0,19° 0,01¢ 0,044 -0,01°
Redugio 033 047 0,07 0,31
Enterobactérias Antes 0,59° 0,76°¢ 0,28° 0,30°
Depois 049" 0,22F -0,04"  0,23F

Redugdo 0,09 0,54 0,32 0,07

Fonte: Dados do autor

Nota: 4gua em temperatura ambiente (T0); 4gua com temperatura entre 76°C e
78°C (T1); agua com temperatura entre 76°C e 78°C seguido de aspersdo com
acido latico na concentragdo de 1,5% (T2), dgua a temperatura ambiente
seguido de aspersdo de acido latico na concentragdo de 1,5% (T3).
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A maior redugdo  obtida para micro-organismos aerobios
meso6filos foi com o tratamento 1 (dgua com temperatura entre 76°C e
78°C) que reduziu 0.96 log UFC/cm” da contagem total de micro-
organismos meso6filos, seguido do tratamento 2 (4gua com temperatura
entre 76°C e 78°C seguido de aspersdo com acido latico na concentragio
de 1,5%) que reduziu 0.92 log UFC/cm’, porém estatisticamente ndo
houve diferenca significativa (p< 0,05) na redu¢do dos micro-
organismos com os tratamentos testados. Todas as carcacas amostradas
foram prevalentes antes e depois dos tratamentos para 0os micro-
organismos meso6filos sendo que as contagens variaram de 3,5. 10°
UFC/cm? até 1,0. 10°UFC/ cm” antes dos tratamentos e de 1,8. 10
UFC/cm® até 1,8.10* UFC/ cm? depois dos tratamentos.

Nao houve amostra positiva para E. coli O157, ndo sendo
possivel avaliar o efeito dos tratamentos sobre esse micro-organismo.

Todos os resultados das analises da agua utilizada no estudo
foram negativos para Salmonella spp. e apresentaram contagens
menores que | UFC/mL para micro-organismos mesofilos,
enterobactérias e E. coli.

Na verificagdo sensorial, ndo houve alteracdo de coloragdo na
pele das carcagas nos diferentes tratamentos aplicados.

Nao houve diferenca estatistica com nivel de significincia de
95% para nenhum dos tratamentos utilizados nesse experimento com
referencia a redugdo microbiana em ciclos logaritmicos.

3.3 DISCUSSAO

Neste estudo, a eficacia da agua quente, acido latico a 1,5%, e
agua quente seguida da aspersdo de acido latico a 1,5% para a
descontaminagdo de carcagas suinas foram comparadas. Os tratamentos
foram aplicados utilizando-se a estrutura da planta processadora, sem
alteracdo de fluxo ou equipamento do abatedouro. Devido ndo haver
estudos com uso de descontaminantes em carcagas suinas no Brasil, a
discussdo dos resultados encontrados torna-se um pouco dificil, e
algumas discussdes se referem a estudos realizados em cortes suinos ou
em carcagas bovinas.

A reducdo de micro-organismos mesofilos naturalmente
presentes na superficie de carcacas suinas, verificada neste trabalho, foi
de aproximadamente um ciclo logaritmico, apés o T1 ¢ o T2, e foi
abaixo da redugdo encontrada por Reagan et al. (1996) e por Gill et al.
(1995) de dois ciclos logaritmicos. Reagan et al. (1996) concluiu que a
agua quente de 74°C a 87,8°C (durante 18 segundos e pressdo de
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2,4kPa) aplicada sobre a superficie de carcagas bovinas artificialmente
contaminadas foi eficiente em reduzir a contaminacdo em 2 ciclos
logaritmicos de mesodfilos e reduziu significativamente a incidéncia de
Salmonella spp., porém aspectos como tempo de exposi¢do e pressao
dos bicos aspersores devem ser levados em conta, pois tem um
substancial impacto na magnitude da reducao microbiana.

Da mesma forma Gill et al. (1995), em seu experimento de
descontaminacdo de suinos com agua quente a variadas temperaturas,
em um estabelecimento comercial, concluiu que aspergir agua em
temperatura de 85°C durante 20 segundos reduziu a contagem total de
bactérias em dois ciclos logaritmicos. Gill e Landers (2003), estudando
diversos tratamentos de descontaminac¢do de carcagas concluiram que
aspergir as carcacas com 2% de acido latico ndo foi tdo efetivo quanto
aspergir agua a temperatura de 85°C durante 10 segundos e com pressao
nos bicos aspersores de 20kg/cm” .

Em estudo realizado por Lawson et al. (2009), o tratamento com
agua a 80°C durante 15 segundos foi 0 método mais efetivo para reduzir
Salmonella spp. e Yersinia spp. da superficie de carcacas suinas. Em
nosso estudo, o tempo de exposi¢do de 5 segundos utilizado no chuveiro
final de lavagem de carcagas, e a pressdo dos bicos aspersores que
estava em torno de 2,2 Kgf/em® (abaixo dos 3 Kgf/cm® recomendado
pela legislacdo brasileira), demonstrou ser pouco eficiente para a
reducdo e remocgdo fisica de micro-organismos.

O tratamento 1 (T1) que utilizou agua quente, ¢ logo apo6s ao
tratamento a carcaca foi submetida a refrigeragdo, reduziu cerca de 1
log UFC/cm” na contagem total dos micro-organismos meséfilos e 0,5
log UFC/cm’ para enterobactérias e E. coli, enquanto que o tratamento
controle (TO) que utilizou somente agua a temperatura ambiente,
também seguido da refrigeragdo da carcaca, ndo obteve a mesma
reducdo. Somente a refrigeracdo (dados verificados no T0O) demonstrou
reduzir 0,67 log para os micro-organismos aerobios mesoéfilos e 0,33 e
0,05 log UFC/cm’ para E. coli e enterobactérias, respectivamente.
Similar ao obtido pelo tratamento 3 (T3) que utilizou banho com agua a
temperatura ambiente seguido da aspersdo de acido latico a 1,5%, ¢ a
carcaca seguindo para refrigeragdo. Os dados apresentados nesse
trabalho se assemelham com a reducdo em torno de 1 log obtida com a
aplicacdo de agua quente com temperatura >82°C por Gill e Bryant
(1997). A pouca redugdo microbiana encontrada no T0, corrobora com
o descrito sobre o assunto pela ICMSF, 2005, que somente banhar as
carcacgas e depois submeté-las a refrigeracdo representa pouco efeito
sobre a redugdo microbiana. Para a dgua quente ser eficaz na reducéo
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microbiana, ela deve ser mantida a temperatura >74°C na superficie da
carca¢a durante um tempo maior que 5 segundos (KOOHMARAIE et
al., 2005).

Com relacdo ao tratamento 3 (T3) que utilizou banho com agua a
temperatura ambiente seguido da aspersdo de acido latico a 1,5%,
obtivemos pouca reducdo microbiologica (0,54log UFC/cm® de
mesofilos e 0,31log UFC/em® de E. coli). A pouca redugdo alcancada
pelo acido latico em relag@o a agua quente, foi demonstrada no estudo
realizado por Bosilevac et al. (2006), que utilizou acido latico a 2%, ndo
sendo tdo eficaz na redugdo de micro-organismos (1,6 log UFC/cm?)
quanto a agua quente a 76°C por 5,5 segundos que reduziu 2,7 log
UFC/cm” de micro-organismos mesofilos e enterobacterias em carcagas
bovinas. Segundo estudos realizados pelo International Commission on
Microbiological Specifications for Foods (2005), aplicar 1% de acido
latico na superficie de carcagas bovinas e suinas reduz a contagem de
micro-organismos mesofilos em 0,8 log;y a 1,9 logyy , dados mais
préximos ao encontrado em nosso estudo.

O 4cido latico ¢ amplamente utilizado em abatedouros nos
Estados Unidos da América. Em alguns, ¢ utilizado como parte dos
programas de BPF pelo seu efeito letal e injuriante sobre as células
bacterianas. Alguns requisitos foram listados para que seu efeito seja
eficaz como método de descontaminac¢ido: concentra¢do do acido entre
2,5 a 10% (v/v) para permitir o efeito quando diluido e aplicado nas
carcagas; pH do acido 2.8; temperatura do acido 25-55°C; pressdo de
aplicagdo 13.8 - 27.6 Kgf/cmz; volume do acido aplicado 500 ml; e 35
segundos de aplicacdo. (BOLTON; DOHERTY; SHERIDAN, 2001).
Em nosso estudo, tendo em vista que ndo houve modificagdo nos
equipamentos utilizados na rotina do abate, atendemos a quase todos os
requisitos com excecdo da concentragdo utilizada que foi menor (1,5%)
e da pressdo utilizada que foi de 2 Kgf/em® , o que pode explicar a
baixa redug@o microbiana alcangada quando foi aspergido nas carcagas.

Nao houve alteracdo visual na coloracdo da pele das carcacas
suinas tratadas com &4gua quente e com 4cido latico a 1,5%,
concordando com o estudo realizado por Pipek et al. (2005), de que ndo
ha varia¢do na aparéncia da superficie das carcagas suinas tratadas com
2% de acido latico e vapor de dgua (pasteurizagdo a 8§2°-97°C).

Em um estudo realizado por Epling, Carpenter e Blankenship
(1993), foi observada a redugédo de Salmonella spp. e de Campylobacter
spp. em carcagas suinas apds a aspersdo de 2% de 4cido latico, o que
ndo pode ser observado nesse trabalho, pois a prevaléncia foi baixa nas
carcagas analisadas e ndo houve distribuicdo homogénea da frequéncia
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de Salmonella spp. nas carcagas submetidas aos diferentes tratamentos
para poder ser avaliada a redug@o.

Pode ser observado nesse estudo que a Salmonella spp. esteve
presente nas carcagas suinas antes e apos os tratamentos, demonstrando
a permanéncia do patdégeno proporcionando contaminagdo cruzada por
equipamentos ou manipuladores durante o abate, ou pelo contato direto
entre as carcagas durante o processo de refrigeracdo. A mesma
conclusdo foi obtida em estudo realizado por Swanenburg et al. (2001),
no abate de rebanhos suinos sabidamente soropositivos e soronegativos,
onde ocorreu contamina¢do cruzada entre as carcagas durante os
procedimentos de abate e refrigeragdo.

O Brasil ndo possui um programa oficial de identificacdo e
controle de Salmonella spp. em rebanhos suinos, desta forma nio se
sabe se os rebanhos que estdo entrando para abate sdo ou ndo
soropositivos para Salmonella spp.

Em nosso estudo, a prevaléncia de Salmonella spp. foi de 6,58%
(5/76) semelhante ao encontrado na Dinamarca, onde 30 diferentes
sorotipos de Salmonella enterica foram isolados de 832 suinos (6,2%)
no abate de 13468 suinos de terminagdo, sendo Salmonella
Typhimurium o sorotipo predominante em 536 (64,4%) dos isolados
(BAGGESEN et al., 1996).

Os sorotipos Typhimurium (2/5), Agona (2/5) e Derby (1/5)
encontrados nesse estudo que foi realizado em Santa Catarina, Brasil, se
assemelham ao estudo realizado em carcagas suinas por Seixas,
Tochetto e Ferraz (2009) e sdo semelhantes aos sorotipos presentes no
rebanho suino de Santa Catarina, Brasil, demonstrado no trabalho
realizado por Kich et al. (2011), onde o sorotipo Typhimurium foi o
mais encontrado. Da mesma forma Bessa, Costa e Cardoso (2004)
relataram a prevaléncia dos sorotipos Typhimurium, Agona ¢ Derby em
suinos abatidos no sul do Brasil.

Ao comparar-se os estudos de diversos autores em relacdo ao
tempo de exposicao e pressdo utilizada no banho final da carcaga suina
com o tempo e pressao do chuveiro utilizado no processo de abate no
Brasil, que ndo utiliza métodos de descontaminacdo, verificamos a
necessidade de se aumentar o tempo de exposi¢do das carcagas suinas
no banho final do abate e aumentar a pressdo de saida da 4gua dos bicos
aspersores para melhoria do processo de redugdo microbiana.
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3.4 CONCLUSOES

Apesar de estatisticamente ndo ter havido diferenga significativa
na reducdo da contaminagdo por micro-organismos com os tratamentos
utilizados nesse estudo, a redugdo pode ser observada.

O tratamento que demonstrou 100% de eficicia em reduzir o
numero de carcagas contaminadas com enterobactérias e E. coli, foi o
tratamento 2 que consistiu na aplicagdo de agua com temperatura entre
76°C e 78°C seguido de aspersdo com acido latico na concentragdo de
1,5%.

Utilizar 4gua com temperatura acima de 76°C para o banho final
das carcacas suinas, antes da entrada das carcagas nas cdmaras
frigorificas demonstrou ser mais eficiente para reducao microbiana que
agua a temperatura ambiente como ¢ utilizada no processo de abate no
Brasil.

Considerando a prevaléncia de 6,58% de Salmonella spp.
encontrada nesse estudo, e sendo um patdégeno de importancia em saiude
publica, ¢é necessario se pensar na adog¢do de praticas de
descontaminagdo com o objetivo de minimizar a disseminagdo do
patogeno através de carcagas suinas até o consumidor. Isso inclui, a
ado¢do de um programa de identificacdo de lotes positivos para
Salmonella spp. antes da entrada dos animais no abatedouro.

Dessa forma, pode-se separar lotes positivos de lotes negativos, e
estabelecer uma ordem de abate destes animais, para que se minimize ou
se impec¢a a contaminagao.
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4 METODOS ALTERNATIVOS PARA CONTAGEM DE
MICRO-ORGANISMOS EM CARCACAS SUINAS

A presenga de micro-organismos na carne suina ¢ o resultado da
contamina¢do dos animais vivos, dos equipamentos, dos manipuladores
e do ambiente de processamento (NESBAKKEN; SKJERVE, 1996).
Isso demostra a importdncia em se manejar os riscos associados a
seguranca da carne, desenvolvendo estratégias de controle dos
patogenos em todas as etapas do processamento (SOFOS;
GEORNARAS, 2010) e a necessidade em se utilizar metodologias para
a deteccdo de micro-organismos de forma rapida e eficiente na rotina
diagnoéstica com intuito de prover informagdo adequada da possivel
presenca de patdogenos na matéria prima e nos produtos acabados no
controle do processo de producdo e para o monitoramento de praticas de
higiene e limpeza industrial (BOER; BEUMER, 1999).

Os métodos de detecgdo microbioldgica sdo frequentemente
categorizados em dois grupos: convencionais ou tradicionais e rapidos
ou alternativos. Os métodos tradicionais caracterizam-se por ser
laboriosos, empregarem grandes volumes de meios de cultivo e
requererem um tempo consideravel para a obten¢do de analises e
resultados (JASSON et al., 2010). Os métodos rapidos sdo alternativos
aos convencionais ¢ sdo projetados para obter o resultado final em
menor tempo. Isso € altamente desejavel na industria de alimentos,
apesar das técnicas serem mais caras e requererem pessoal com alto
nivel de treinamento (FORSYTHE, 2002).

Considerando-se que o Brasil € um grande exportador de carne
suina e a necessidade rapida de se conhecer a qualidade microbiologica
desse produto, aliado a caréncia de pesquisas nessa matriz, este estudo
teve como objetivo verificar o tempo necessario para a execucgdo das
analises e a correlagdo entre a metodologia convencional e as
metodologias alternativas do sistema Petrifilm ™ (3M) e sistema
Tempo® (bioMeriéux) para o diagndstico de Escherichia coli,
enterobactérias e micro-organismos mesofilos na matriz de carne suina.

4.1 MATERIAL E METODOS

Durante o periodo de mar¢o de 2010 a margo de 2011, foram
analisadas 152 carcagas suinas coletadas no final da linha de um
abatedouro sob Inspecdo Federal e com abate diario de 4.500 suinos.
Cada amostra foi constituida de swabs de esponja colhidos em quatro
pontos da carcaga (pernil, barriga, lombo e papada) e acondicionados em
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um Unico saco de stomacher estéril. Os quatro swabs de esponja juntos
(100 cm’ cada) representam a amostragem de uma area correspondente a
400 cm’. As amostras das superficies das carcagas foram coletadas
pressionando-se a esponja, previamente umedecida em 100 mL de
solugdo salina peptonada 0,1% estéril, sobre moldes delimitadores
esterilizados, na 4area a ser amostrada (100 cm?) por cerca de 20
segundos, iniciando o procedimento no sentido vertical, depois
esfregando horizontalmente e, por fim, no sentido diagonal. A esponja
foi acondicionada em um saco de stomacher estéril ¢ mantida sob
refrigeracdo a 4 °C até o momento da analise no laboratorio, que néo
ultrapassou 24 horas da coleta. Para o preparo da amostra utilizada para
todas as metodologias, inicialmente procede-se uma fricgdo do saco de
stomacher contendo a esponja em agua peptonada 0,1% , e a partir desse
homogeneizado preparou-se dilui¢des de 1:10 e 1:100 (BRASIL, 2007).

Na metodologia convencional a amostra homogeneizada e diluida
em 1:10 e 1:100 foi inoculada em agar (Ox06id) especifico para cada tipo
de micro-organismo pesquisado, seguindo o preconizado para a
metodologia convencional para os micro-organismos mesofilos,
enterobactérias e E. coli (KORNACKI; JOHNSON, 2001; MORTON,
2001).

A metodologia alternativa ~ Petrifilm' é um sistema de
plaqueamento chamado all-in-one na qual a placa de Petrifilm™™ faz uso
de um fino filme plastico que carrega o meio de cultura (JASSON et al.,
2010). Os ingredientes deste meio de cultura variam para cada tipo de
micro-organismo a ser identificado. Para a contagem de micro-
organismos mesofilos neste sistema, inoculou-se 1 mL do
homogeneizado e das dilui¢des 1:10 e 1:100 em cartdes Petrifilm"™ AC
e incubou-se a 36 °C £ 1 °C por 48 horas. Para contagem de
enterobactérias, inoculou-se 1 mL do homogeneizado e das dilui¢des
1:10 ¢ 1:100 em cartdes Petrifilm™ EB e incubou-se a 36 °C £ 1 °C
por 24 horas. E para a contagem de Escherichia coli, inoculou-se 1 mL
do homoT%leneizado e das diluicdes 1:10 e 1:100 sobre em cartdes
Petrifilm ™ EC e incubou-se a 36 °C £ 1 °C por 24 horas. Apos a
incubagdo, procedeu-se a contagem das colonias e o resultado foi
registrado em UFC/cm? (KORNACKI; JOHNSON, 2001).

Na metodologia utilizada para o sistema Tempo® para contagem
total de micro-organismos mesoéfilos (TVC), reconstituiu-se o meio
TVC com 3,0 mL de 4agua destilada esterilizada. Em seguida, adicionou-
se 1 mL da amostra homogeneizada preparada sem diluicdo,
completando 4 mL de volume total. Para a contagem de enterobactérias
(EB), reconstituiu-se o meio EB com 3,9 mL de 4agua destilada
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esterilizada, adicionando 0,1 mL da amostra homogeneizada preparada
sem dilui¢do. Para a contagem de Escherichia coli (EC) reconstituiu-se
o meio EC com 3,9 mL de agua destilada esterilizada e em seguida,
adicionou-se 0,1 mL da amostra homogeneizada. Os frascos e os cartdes
foram colocados no interior do equipamento, onde ocorreu a
transferéncia do conteudo do frasco para o cartdo que contém 48 pocos
com trés diferentes volumes (16 x 225 pL; 16 x 22,5 puL; 16 x 2,25uL).
Imediatamente apds o enchimento os cartdes foram selados. Essa
operacdo ocorre no interior da estacdo de trabalho denominada Tempo®
preparo. Os cartdes foram incubados em estufa por 24 horas, a 35°C
para EB e EC e por 48 horas a 35° C para TVC. Apds este periodo,
realizou-se a leitura dos cartdes na estacdo Tempo® leitora. Uma vez
que a leitura foi concluida, os resultados foram analisados
automaticamente pelo sistema, que determina quais os po¢os que foram
positivos gerando os resultados em UFC/cm’.

Foi utilizada a analise de regressdo linear na analise estatistica
dos dados, determinando-se o coeficiente de correlagdo linear de
Pearson (r) que varia de -1 a 1, para quantificar a correlagdo entre as
metodologias utilizadas. Nesse intervalo os valores foram distribuidos,
sendo considerado 0 para inexisténcia de correlagdo, 0,30 a 0,70
moderada correlagdo e de 0,70 a 1 forte correlagdo, ndo sendo
encontrados nenhum resultado de correlagdo negativa (-1). Os dados
referentes aos micro-organismos pesquisados foram analisados
estatisticamente pelo programa STATISTICA 7.0, sendo realizada
Analise de varidncia e teste de Tukey, a nivel de 95% de confianca,
(ANDRADE; OGLIARI, 2007).

42 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo pode-se observar a reducdo do tempo de execucdo
entre as metodologias utilizadas. Para as enterobactérias a redugdo do
tempo desde o preparo da amostra até¢ o resultado final emitido pelo
sistema Petrifilm"™ e pelo sistema Tempo® foi de 24 horas em relagdo a
metodologia convencional. Para a contagem de E. coli houve uma
reducdo de 144 horas dos dois sistemas alternativos em relagdo a
metodologia convencional.

Através dos resultados da contagem de micro-organismos
mesoéfilos, enterobactérias e E. coli, ¢ possivel observar que houve
concordancia entre as diferentes metodologias utilizadas, ao se examinar
o coeficiente de correlagdo (r) em que consta uma associacdo linear
positiva entre as metodologias, conforme apresentado na tabela 3,
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concordando com estudos apresentados por Crowley et al. (2009),
Sohier et al. (2007) e Owen, Willis e Lamph (2010).

Tabela 3 - Coeficiente de correlagdo (r) entre as diferentes metodologias
(Convencional, PetrifilmTM e Tempo®) na contagem de micro-organismos
mesofilos, enterobactérias e E. coli da superficie de carcagas suinas no periodo
de mar¢o de 2010 a margo de 2011

Metodologias Mesofilos  Enterobactérias  Escherichia coli
Convencional x r=0,6712 r=0,7535 r=0,6255
Tempo®

Convencional x r=0,7770 r=0,8368 r=0,3955
Petrifilm™

Petrifilm™ x r=0,8118 r=0,7480 r=0,5379
Tempo®

Fonte: Dados do autor
Nota: r = coeficiente de correlagdo de Pearson.

Com relagdo aos micro-organismos meso6filos, pode ser
verificado que estes foram detectados em todas as metodologias
utilizadas. Os resultados médios de contagem foram semelhantes entre
as metodologias, sem diferenca estatistica entre as médias, sendo
encontrado 3,44 log;y de micro-organismos mesofilos para o método
convencional, 3,47 log;, de micro-organismos mesofilos para o
Petrifilm™ e de 3,34 log;y de micro-organismos meso6filos para o
Tempo®, com um desvio padrao de 0,66 ; 0,63 e 0,66 respectivamente.

Escherichia coli foi detectada em todos os métodos utilizados. A
presenca da E. coli no Tempo® foi de 32,89% (50/152) , no
Petrifilm™ foi de 38,82 % (59/152) e no método convencional foi de
31,58% (48/152). As enterobactérias foram detectadas em todos os
métodos, sendo de 44,08% (67/152) no Tempo®, de 61,84% (94/152)
no Petrifilm™ , € de 19,08% (29/152) no método convencional. Nao
houve diferenga significativa entre as médias dos micro-organismos
mesofilos, de E. coli e de enterobactérias, nos métodos testados.

Cattapan et al. (2007), Johnson (2007), Kunicka (2007) e Sohier
et al. (2007) verificaram a reducdo de tempo em estudos de fluxo de
trabalho que demonstraram uma redugdo de duas a trés vezes no tempo
de manipulacdo da amostra com a utilizagio do Tempo® em
comparacdo com o método de referéncia ISO. Estes autores relatam a
reducdo e a otimiza¢do do tempo de ensaio das amostras que se deve ao
tipo de sistema utilizado pelo equipamento Tempo® totalmente
automatizado e baseado no metabolismo de substratos especificos
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produzidos pelos micro-organismos. Esse sistema miniaturizado utiliza
o conceito da placa micro-tituladora que permite reduzir o volume
reativo e o meio a ser empregado nos ensaios. A otimizacdo do tempo e
a especificidade do ensaio, utilizando-se a metodologia do sistema
Tempo® também pode ser verificada nos resultados deste estudo.

A redugio do tempo de ensaio e resposta pelo sistema Petrifilm™
se deve a simplicidade de manipula¢do e rapidez na contagem . O
processo de identificacdo dos micro-organismos ¢ realizado utilizando
sais de tetrazdlio como indicadores. Esse processo ¢ considerado um
método alternativo indireto para medir atividade respiratdria do micro-
organismo. A redugfo desse sal pela enzima mitocondrial succinato —
desidrogenase leva a formacdo de um precipitado insoluvel de cor
intensa. Os sais de tetrazolium, o cloreto de trifenil tetrazolium (TTC) e
cloreto de iodo-nitrofenil tetrazolium (INT) utilizados sdo rapidamente
reduzidos pela maioria dos sistemas desidrogenases dos micro-
organismos. A transformacgdo realiza-se somente em células vivas ¢ a
quantidade do composto produzido é proporcional ao nimero de células
presentes. Silva, Cavalli e Oliveira (2006) recomendam o uso de
Petrifilm ™ EC como metodologia sensivel e eficiente para contagem de
E. coli em alimentos de origem animal em substituicdo a metodologia
convencional. A simplicidade e rapidez dessa metodologia puderam ser
verificadas nos ensaios deste estudo realizados com a metodologia do
sistema Petrifilm ™.

Houve moderada correlagdo entre a metodologia convencional e
o Tempo® (r=0,62) para a Escherichia coli. Os resultados ainda
demonstram uma moderada correlacdo entre a metodologia
convencional e o Petrifilm ™ (1= 0,39) e entre as duas metodologias
alternativas Tempo® e Petrifilm ™ (r= 0,53). A concordancia entre a
metodologia convencional e o Tempo® para detec¢do de Escherichia
coli neste estudo foi menor que a concordancia encontrada nos ensaios
realizados por Green et al. (2007), sendo r=0,92 entre o método
Tempo® e a metodologia convencional em placa para avaliagdo de
Escherichia coli em amostras de produtos carneos bovinos e de aves. A
correlagio também foi menor que a encontrada nos estudos
comparativos realizados por Devulder et al. (2007), = 0,99 em produtos
a base de carne. Podemos atribuir as diferengas de correlagdo dos
diferentes estudos na deteccdo da Escherichia coli, a qualidade
microbiologica das amostras.

Estudos realizados por Sohier et al. (2007) demonstram niveis
similares ou mais altos de repetibilidade e reprodutibilidade pelo
Tempo® comparados com o método padrio de contagem em placas.
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Crowley et al. (2010) mostra em seu trabalho que para a deteccao de E.
coli o Tempo® EC possui no meio de cultura o substrato fluorogénico,
4-metilumbelliferil-B-D-glucuronideo (MUG), que ¢é clivado pela
enzima B- glucoronidase, produzida pela maioria das cepas da E. coli.
Ao ser clivado, o MUG produz fluorescéncia sendo entdo detectada pelo
Tempo® Reader. Dentre os métodos utilizados neste estudo, a melhor
concordancia para detec¢do de E. coli (= 0,62) foi verificada entre a
metodologia convencional ¢ o Tempo® , o que demonstra a
sensibilidade e especificidade de detecgdo do método, confirmada pelos
resultados encontrados neste estudo.

Para as enterobactérias houve forte correlagdo entre a
metodologia convencional ¢ o Tempo® (r= 0,75), entre a metodologia
convencional e o Petrifilm ™ (1= 0,83), ¢ entre as duas metodologias
alternativas Tempo® e Petrifilm "™ (r= 0,75). Em estudo realizado por
Owen, Willis e Lamph (2010) foram encontrados coeficientes de
correlagdo equivalentes (r= 0,75 a 0,78) aos encontrados neste estudo,
quando avaliou o Tempo® EB em relagdo a técnica do nimero mais
provavel e semeadura em superficie e profundidade. A detecgdo de
enterobactérias pelo Tempo® foi demonstrada em estudo realizado por
Sohier et al. (2007), com niveis similares ou mais altos de repetibilidade
e reprodutibilidade desse método quando comparado com o método
padrao de contagem em placas.

A especificidade do Tempo® EB para deteccdo de
enterobactérias pode ser entendida pela reagdo que ocorre entre o micro-
organismo ¢ o meio de cultura presente nos frascos que contém uma
molécula fluorescente, o 4-metil umbelliferone (4MU), indicadora de
pH (JOHNSON; MILLS; BEZZOLE, 2008). Quando o pH esta neutro
ha emissdo de fluorescéncia. Os micro-organismos da familia
Enterobacteriaceae presentes no cartdo assimilam os nutrientes do meio
de cultura durante a incubagdo, resultando em um incremento do pH.
Quando ocorre a fermentacdo da glicose por esses micro-organismos ha
acidificacdo do reagente, que resulta em extingdo da fluorescéncia em
tubos com reagao positiva, conforme ja relatado em estudos realizados
por Owen, Willis e Lamph (2010), Johnson, Mills e Bezzole (2009) e
Colon-Reveles et al. (2007).

Silbernagel e Lindberg (2003). Estes pesquisadores obtiveram
precisdo nos resultados em estudo de repetitividade em diversas
amostras de alimentos com o uso do Petrifilm ™ e a metodologia
convencional, e recomendam o seu uso na contagem de enterobactérias
para diversos alimentos, entre eles carne preparada congelada. Nesta
pesquisa, foram obtidos resultados positivos com r= 0,83 de
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concordancia entre o Petrifilm ™ EB e a metodologia convencional para
enterobactérias em swab de carcaga suina concordando com o estudo
feito por Silbernagel e Lindberg (2002), no qual o Petrifilm ™ EB foi
mais sensivel e seletivo se comparado a sensibilidade do método
convencional em placa com agar Violeta Vermelho Bile Glicose
(VRBG). Ambos os métodos alternativos utilizados neste estudo, foram
sensiveis e especificos na detecg@o das enterobactérias.

A correlacdo foi mediana entre a metodologia convencional e o
Tempo® (R= 0,67) para os micro-organismos meso6filos. Estes
resultados representam menor correlacdo em relagdo ao estudo de
avaliagdo realizado por Green et al. (2007), quando foi encontrado
r=0,97 entre o método Tempo® e o método convencional em placa para
a contagem de micro-organismos mesoéfilos. O mesmo foi observado em
relagdo ao estudo realizado por Devulder et al. (2007) e Crowley et al.
(2009) que encontraram r=0,95 de concordancia para as mesmas
metodologias. Foi observada neste estudo, uma forte correlacdo entre a
metodologia convencional ¢ o Petrifilm ™ (R= 0,77) e entre as duas
metodologias alternativas Tempo® e Petrifilm ™ (R=0,81).

43 CONCLUSOES

Embora algumas pesquisas com os métodos alternativos
estudados ja& tenham sido publicadas, os resultados desse estudo
contribuiram para a avaliagdo dessas metodologias em matriz de carnes
suinas até entdo ndo estudadas.

Neste estudo as amostras foram provenientes de swabs de
carcagas suinas processadas em um abatedouro sob Inspe¢do Federal
com todos os programas de Boas Praticas de Fabricacdo e qualidade
implantados, o que conferiu qualidade microbiologica as amostras e
baixo numero de Escherichia coli  detectadas nas metodologias
avaliadas.

A metodologia do sistema TEMPO® demonstrou vantagem em
relacdo as demais metodologias avaliadas neste estudo, por processar
um numero maior de amostras por intervalo de tempo, reduzir o volume
de material e espago necessario para realizagdo dos ensaios e pela
automatizagao que confere rapidez ao processo, porém a metodologia do
sistema Petrifilm "™ mostrou resposta ligeiramente melhor em relagio a
contagem de micro-organismos meso6filos e enterobactérias.

Ambos os métodos podem ser recomendados para a matriz de
carne suina, beneficiando assim a industria processadora que necessita
de respostas rapidas no seu processo produtivo.
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5 INVESTIGACA(’) DE ESCHERICHIA COLI O157:H7 EM
CARCACAS SUINAS NO ESTADO DE SANTA CATARINA,
BRASIL

Desde que foi identificada em 1982 nos EUA, a Escherichia coli
O157:H7 se tornou um patégeno importante e objeto de muitas
pesquisas. Causadora de diversos surtos de infec¢do alimentar associada
a diarréia com sangue (DOYLE et al., 2007), ¢ o sorotipo de maior
predominédncia no grupo da E. coli enterohemorragica (EHEC). Seus
sintomas vao desde uma diarréia branda passando por Colite
Hemorragica (HC), Sindrome Hemolitica Urémica (HUS) a parpura
trombdtica trompocitopénica (TTP) em humanos (CONEDERA et al.,
2007; O’LOUGHLIN; ROBINS-BROWNE, 2001). Todas as EHEC
produzem fatores de citotoxidade chamados de verotoxina (VT) ou
shiga-like toxinas (SLTs), que sdo proteinas toxicas, biologicamente,
estruturalmente e antigenicamente similares a shiga- toxina (ShT)
produzida pela Shigella dysenteriae tipo 1 (AGBODAZE, 1999; LAW,
2000; MENG et al., 2007; MENG; ZHAO; DOYLE, 1998), associadas
aos surtos em humanos (KARMALI; GANNON; SARGEANT, 2010).

Estudos demonstram que o trato intestinal de bovinos ¢ o
principal reservatorio da E. coli O157:H7, entretanto esta bactéria tem
sido isolada em outros ruminantes como OVinos, caprinos e,
esporadicamente, em frangos e suinos (AL-GALLAS et al., 2002;
ATEBA; BEZUIDENHOUT, 2008; SILVA, A. et al., 2001). Como
agente de doencgas veiculadas por alimentos tem sido, especialmente,
associada ao consumo de carne bovina mal cozida, de leite ndo
pasteurizado e aguas de abastecimento e de recreagdo contaminadas pelo
contetido intestinal de animais (ACHESON et al.,, 1996; ATEBA;
MBEWE, 2011; HUSSEIN; BOLLINGER, 2005; SANDRINI et al.,
2007).

A Escherichia coli O157:H7 possui muitas caracteristicas tipicas
de E. coli, porém apresenta algumas especificidades como a auséncia ou
baixa fermentacdo do sorbitol e auséncia da atividade da enzima B-D-
glucoronidase (MENG et al., 2007).

M¢étodos rapidos de deteccdo de Escherichia coli O157 de
alimentos estdo comercialmente disponiveis, muitos deles sdo baseados
em tecnologias imunoenzimaticas e hibridizagdo de acidos nucléicos. Os
limites de detecgdo (tipicamente 10° UFC/mL para ELISA) sdo
alcancados ap6s uma etapa de pré-enriquecimento que permite a
recuperagdo dos micro-organismos alvos. A deteccdo qualitativa de
Escherichia coli O157 pode ser realizada pelo teste automatizado do
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sistema Vidas ® e nos produtos de alimentacdo humana pela técnica
ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay) (BLACKBURN;
MCCARTHY, 2000).

Tendo em vista que Escherichia coli O157:H7 foi naturalmente
encontrada em diversos alimentos como vegetais frescos (HUANG et
al., 2005), carne e produtos lacteos (AI-GALLAS et al., 2002;
HUSSEIN; BOLLINGER, 2005), leite e 4gua de consumo (CLOUGH;
CLANCY; FRENCH, 2006; SANDRINI et al., 2007), carcacas bovinas
(FEGAN et al., 2005), carne suina e produtos carneos suinos (ATEBA;
MBEWE, 2011; OTEIZA et al., 2006), o objetivo deste estudo foi
investigar Escherichia coli O157:H7 em carcagas suinas produzidas no
Estado de Santa Catarina, Brasil.

5.1 AMOSTRAS

Durante o periodo de mar¢o de 2010 a margo de 2011, foram
analisadas 152 amostras coletadas de 76 carcagas suinas coletadas no final
da linha de um abatedouro sob Inspe¢do Federal e com abate diario de
4.500 suinos. Cada amostra foi constituida de swabs de esponja coletados
em quatro pontos da carcaca (pernil, barriga, lombo e papada) e
acondicionados em um Unico saco de stomacher estéril. Os quatro swabs
de esponja juntos (100 cm” cada) representam a amostragem de uma area
correspondente a 400 cm’. As amostras das superficies das carcagas foram
coletadas pressionando-se a esponja, previamente umedecida em 100 mL
de solugdo salina peptonada 0,1% estéril, sobre moldes delimitadores
esterilizados, na 4rea a ser amostrada (100 cm’) por cerca de 20
segundos, iniciando o procedimento no sentido vertical, depois esfregando
horizontalmente e, por fim, no sentido diagonal. A esponja foi
acondicionada em um saco de stomacher estéril e mantida sob
refrigeracdo a 4 °C até o momento da andlise no laboratorio, que ndo
ultrapassou 24 horas da coleta.

5.2 DETECCAO DE ESCHERICHIA COLI O157:H7

Para a identificacdo de Escherichia coli O157:H7 foi utilizada a
metodologia do sistema Vidas® (Biomérieux S.A.) e a metodologia
convencional como etapa posterior para confirmacdo (AMERICAN
PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2001).0 fluxograma da
metodologia utilizada no sistema Vidas® (Biomérieux S.A.) para
deteccdo de Escherichia coli O157:H7 nas carcagas suinas esta
demonstrado na Figura 12. Seguindo o protocolo recomendado pelo
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fabricante, as amostras positivas foram encaminhadas para confirmagao
pela metodologia convencional, técnica de aglutinagdo em ldmina com
soro anti Escherichia coli O157 (Probac do Brasil, SP) e analise de PCR
realizada pelo Departamento de Enterobactérias da Fundagdo Oswaldo
Cruz, situado na cidade do Rio de Janeiro - Brasil.

A metodologia convencional utilizada foi descrita pelo American
Public Health Association - APHA (2001), e ap6s selecionando-se cinco
a dez coldnias tipicas para confirmagdo bioquimica e genotipica por
PCR.

Figura 12 - Fluxograma das etapas utilizadas na metodologia do sistema Vidas®
(Biomérieux S.A.) para deteccdo de Escherichia coli O157:H7 em carcagas
suinas
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5.3 RESULTADOS

Para as amostras de carcagas suinas foram observados trés
resultados positivos pelo sistema Vidas®. Estas amostras positivas
foram plaqueadas em TC-SMAC e foram observadas coldnias tipicas
translucidas com centro acinzentado (1-2 mm) e com soroaglutinagdo
das colonias, porém nao houve confirmacdo por PCR e ndo foram
encontrados os genes de viruléncia (rfbO157, stx1, stx2). A identificacdo
genotipica revelou Sa/monella sorotipo Agona.

54 DISCUSSAO E CONCLUSOES

No Brasil existem poucos estudos para caracterizagdo de
Escherichia coli O157:H7 em produtos de origem animal ¢ em seus
resultados foram detectadas baixa incidéncia ou auséncia do patégeno
(JAKABI et al., 2004; PRATA, 2009; SANDRINI et al., 2007; SILVA,
A. etal., 2001; SILVEIRA, 2010). Cepas de Escherichia coli produtoras
de Shiga toxina foram constatadas com maior incidéncia nas fezes e
soro do rebanho bovino brasileiro (CERQUEIRA et al., 1999; IRINO et
al., 2005; LEOMIL et al., 2003).

Os resultados desta pesquisa com amostras de carcagas suinas
produzidas no Estado de Santa Catarina revelam uma baixa frequéncia
de Escherichia coli O157:H7 nesses produtos e estdo em consonancia
com os demais estudos desenvolvidos no Brasil, nas quais a incidéncia
da Escherichia coli foi baixa ou nula (JAKABI et al., 2004; PRATA,
2009; SANDRINI et al., 2007; SILVA, A. et al., 2001; SILVEIRA,
2010).

A auséncia de resultados positivos para Escherichia coli
O157:H7 em produtos de origem animal no Brasil diverge dos
resultados encontrados nos alimentos de diversos paises.

Na Nova Zelandia, Wong, MacDiarmid e Cook (2009)
encontraram uma prevaléncia de 1% em 100 amostras de carcagas
suinas. Na Africa do Sul, Ateba ¢ Mbewe (2011) confirmaram 130
isolados de Escherichia coli O157:H7 em 220 amostras, a prevaléncia
foi maior em carne e produtos suinos (67,7%). Na Espanha, Mora et al.
(2005) examinaram 722 amostras de STEC isoladas, todas recuperadas
de humanos, gado bovino, ovino e alimentos durante os anos de 1992-
1999, sendo que 141 destas foram identificadas como Escherichia coli
O157:H7. Na Irlanda, Carney et al. (2006) analisaram 1351 recortes de
carne bovina, 131 carcacas e 132 carne de cabecgas bovinas e destas a
Escherichia coli O157:H7 foi recuperada de 2,4% (32/1351) de recortes
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de carne bovina, 3,0% (4/132) de carcagas e 3,0% (3/100) de carne de
cabeca.

Vernozy-Rozand et al. (2002) desenvolveu estudo com 3450
amostras de carne bovina picada, 175 deram positivas na deteccao pelo
método Vidas E.coli O157 (ELFA). Destas, 4 colonias foram
confirmadas pelo Vidas ICE e identificadas como sorbitol negativa e
produtoras de vero toxinas, confirmadas como O157-positivas, H7-
positiva. No México, Varela-Hernandez et al. (2007) analisaram 258
amostras de carcacas bovinas e 2,7% (7/258) foi identificada como
Escherichia coli O157:H7.

Na Australia, Fegan et al. (2005) analisou 606 amostras. Deste
total 100 eram swabs de carcagas com 6 % de resultados positivos para
Escherichia coli O157:H7. Na Tunisia, Al-Gallas et al. (2002) pesquisou
204 amostras de produtos carneos e lacteos e isolou 3 Escherichia coli
do grupo STEC. Na Nigéria, Ojo et al. (2010) encontrou 7,3%
(154/2133) de cepas de Escherichia coli pertencentes ao grupo STEC,
destas, 4% foi detectada em carne suina, 3,8% em carne bovina e 1,7%
em carne de carneiro. A taxa de deteccdo de Escherichia coli O157:H7
foi de 5% nas 2.133 amostras.

Lee et al. (2009), na Koréia, analisou 3 mil amostras de carne
bovina, suina e frango e encontraram 273 amostram positivas para
Escherichia coli, sendo 35,9% classificadas como do grupo EHEC. Na
Austria, Halabi et al. (2008) pesquisou 2633 amostras de 4gua, 280
foram positivas para Escherichia coli, e destas 3,9% (11/280)
apresentaram os fatores de viruléncia presentes no grupo EHEC. Nos
EUA, Hussein e Bollinger (2005) publicaram uma revisdo de artigos
sobre carne bovina contaminada. Nesta revisdo foram avaliadas as taxas
de prevaléncia e os riscos a saude publica com a contaminagdo por
Escherichia coli pertencente ao grupo STEC. Foram encontradas taxas
de prevaléncia de O157 que variaram de 0,01 a 54,2%.

Na Turquia, Sarimehmetoglu et al. (2009) analisou 251 amostras
de carne moida fresca bovina e 7,6% (19/251) foram positivas para
Escherichia coli O157:H7. Cadirci et al. (2010) realizou um trabalho
com 200 amostras de carne bovina fresca, sendo detectada Escherichia
coli 0157 em 2,5% (5/200) delas.

Na Italia, Conedera et al. (2007) analisou 3879 amostras de
alimentos para presencga de Escherichia coli O157 (VETC), sendo 931
carne bovina picada e 2948 produtos lacteos (leite pasteurizado, sem
pasteurizagcdo e queijos). Foram isoladas Escherichia coli O157 em
0,43% (4/931) da carne bovina picada e uma cepa O157 em queijo. Esta
cepa ndo possuia os genes stx/ e stx2 e sim o gene eae, indicando
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patogenicidade. Na Argentina, Oteiza et al. (2006) analisou 100
salsichas pré cozidas (morcilla), em 2% das amostras se identificou a
Escherichia coli O157:H7.

Na Grécia, Dontorou et al. (2003) realizou uma pesquisa com 600
amostras de leite ndo pasteurizado, carne picada crua, hamburguer
bovino, sanduiches, salada, salsicha grega tradicional e intestino suino
preparado com objetivo de constatar a presenca da Escherichia coli
O157:H7. O patogeno foi detectado em 1% (1/100) das amostras de leite
e 1,3% (1/ 75) das salsichas frescas e 2% (1/50) dos intestinos suinos
preparados. Chye, Abdullah e Ayob (2004) também realizaram um
estudo com 930 amostras de leite cru coletado em tanques de 360
fazendas leiteiras da Malasia, a Escherichia coli O157:H7 foi detectada
em 33,5% (312/930) das 930 amostras.

Huang et al. (2005) realizou um trabalho de pesquisa em vegetais
cortados frescos, inoculados artificialmente com Escherichia coli O157
e analisados pela metodologia do sistema Vidas®, e os resultados
mostraram que 40% das amostras controle foram positivas para
Escherichia coli O157, no sistema Vidas®, enquanto que nenhum
resultado positivo foi encontrado por PCR multiplex, concluindo, dessa
forma, que os resultados falso-positivos encontrados no sistema Vidas®
foram afetados por Morganela morganii e Enterobacter cloacae devido
a similaridade antigénica.

Resultado semelhante foi encontrado neste estudo, nas amostras
das carcagas suinas, nas quais trés resultados foram positivos no sistema
Vidas®, porém tratava-se de um resultado falso-positivo. Isso se da
porque alguns sorotipos de Salmonella podem interferir na metodologia
da técnica ELFA gerando resultados falso-positivos, jA que possuem
capsula antigénica (antigeno O) semelhante a encontrada na Escherichia
coli 0157 (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2001;
HUANG et al., 2005).

Os resultados negativos para a Escherichia coli O157:H7
encontrados nesta pesquisa sdo conclusivos para indicar a auséncia do
patoégeno nas carcagas suinas amostradas no Estado de Santa Catarina. A
comparacdo dos dados deste estudo com dados dos demais estudos
realizados no Brasil ndo pode ser realizada em virtude da variabilidade
de amostras e técnicas metodoldgicas utilizadas nos ensaios. No Brasil
ndo foi possivel, at¢ o0 momento, estabelecer a incidéncia e prevaléncia
de Escherichia coli O157:H7 em produtos de origem animal,
diferentemente do que ocorre nos outros paises.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A primeira parte desse estudo, consistiu na aplicacdo de métodos
descontaminantes e foi desenvolvida em wum estabelecimento
considerado modelo no abate de suinos no Estado de Santa Catarina,
Brasil. O design industrial desse abatedouro segue um fluxo em linha
reta, o que permite evitar contra fluxo durante o processo de abate ¢
com isso minimizarmos as contaminag¢des cruzadas entre as carcagas. As
verificacdes da aplicagdo das Boas praticas de Fabricagdo e dos
programas de controle da higiene operacional demonstraram o bom
nivel sanitario do estabelecimento o qual foi confirmado nos resultados
das analises com baixos indices de contaminagdo por micro-organismos
mesofilos, enterobactérias e E. coli nas carcacas amostradas.

A ocorréncia de Salmonella spp. nas carcacas amostradas
demonstra a necessidade de conhecermos a prevaléncia desse patdogeno
no rebanho suino, quando este entra para o abate, para que parametros
do limite maximo do patégeno nas carcagas suinas possam ser fixados
pela legislagdo do Ministério da Agricultura, e dessa forma
qualificarmos e quantificarmos o patégeno e o seu real significado em
termos de risco sanitario.

A auséncia de resultados positivos de E. coli O157 nas carcagas
suinas amostradas demonstrou que podemos estar diante de baixas
incidéncias do patégeno no rebanho suino, porém ha necessidade de
continuo monitoramento para que, se detectado, o perigo possa ser
controlado a tempo de ndo por em risco a satde publica.

O foco ao se utilizar procedimentos de descontaminagdo é para a
redugdo de micro-organismos patogénicos. Nesse estudo, devido a
escassez de resultados positivos para os micro-organismos patogénicos,
apos a aplicacdo de todos os tratamentos descontaminantes utilizados,
nao houve subsidio suficiente para uma avaliacdo mais detalhada. A
literatura cientifica cita a necessidade do uso de procedimentos
descontaminantes naquelas carcacas que apresentam altos niveis de
contamina¢do microbiana ao final do abate, o que ndo pdde ser
verificado nesse estudo.

Ha um ganho sanitario nas etapas posteriores ao abate, por
reducdo da carga microbiana das carcagas.

Conclui-se que a prevaléncia de micro-organismos indicadores e
patogénicos que podem estar presentes nas carcagas suinas durante o
processo de abate, se mostra dependente nao s6 da carga microbiana na
entrada do abatedouro como também dos procedimentos adotados
durante o abate.
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Entende-se que em determinadas circunstancias, quando se
conhece a carga microbiana patogénica que entra no abatedouro, ha
necessidade de se introduzir métodos de descontaminagdo em carcagas
suinas, com o objetivo de reducdo de patogenos.

A segunda parte desse estudo, consistiu da realizagdo das analises
microbiolégicas com diferentes metodologias e foi realizada no
laboratério de microbiologia de alimentos da Universidade Federal de
Santa Catarina, o qual possui todos os requisitos necessarios para a
realizagdo dos ensaios, sendo credenciado pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

Os resultados das metodologias convencionais utilizadas foram
comparados com os resultados das metodologias alternativas TEMPO®
e PETRIFILM™, e obteve-se correlagdes positivas nos diferentes
ensaios realizados.

O sistema TEMPO® processa 500 testes em 4 horas e os
resultados para micro-organismos mesofilos, enterobactérias e E. coli é
obtido entre 24 e 48 horas. O sistema PETRIFILM™ reduz etapas
comparadas com o sistema convencional e os resultados também sdo
obtidos entre 24 e 48 horas.

A utilizacdo de metodologias alternativas deve ser estimulada e
utilizada, pois ha uma economia significativa de material, mao de obra e
reducdo do tempo de realizagdo dos ensaios até a obtencdo dos
resultados, significando um ganho para os laboratérios que realizam os
ensaios, para a industria que necessita de resultados rapidos e confiaveis,
e para o populagdo que recebe para consumo produtos de origem animal
de forma segura.
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