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RESUMO

LANNA, Frederico Germano Piscitelli Alvarenga, M.Sc., Universidade Federal de
Vicosa, Julho de 201&scherichia coli patogénicas e micro-organismos indicadores

de higiene em linhas de abate de bovinos e processamento da cafeentador:

Luis Augusto Nero. Coorientador: Paulo Sérgio de Arruda Pinto.

Considerando a importancia que a carne bovina representa para a economia ,do Brasil
estudos que sejam desenvolvidos na cadeia de producédo a fim de garantir qualidade e
seguranca microbiolégica desses produtos sdo fundamentais. A obtencado de produtos
carneos com qualidade e seguranca microbiolégica pode garantir a posicdo do Brasil
como maior exportador mundial de carne bovina, possibilitando atender aos critérios
internacionais, além de assegurar para a populacdo um produto de alta qualidade e
seguro. Dentro desse cenario, 0 presente estudo visou a avaliagdo da presepgs de
patogénicas d&. coli e a contaminacdo por micro-organismos indicadores de higiene
em diferentes etapas da linha de processamento da carne bovina em 3 frigorificos
localizados no estado de Minas Gerais. Foram encostdai®isolados d&. colicom

0 genestxl e um isolado com o gendA (O157:H7), em dois frigorificos diferentes.

Em relacdo as contagens de micro-organismos indicadores de higiene, as contagens
médias em carcagas mostram um decréscimo consideravel entre as etapas | e Il, com
significativo aumento na etapa Ill (p < 0.05). Embora as médias de contagens em
ambiente e processamento tenham sido baixas, as altas contagens de coliorroés e

nos produtos carneos embalados evidenciam falhas ou problemas na manipulacdo

desses produtos.
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ABSTRACT

LANNA, Frederico Germano Piscitelli Alvarenga, M.Sc., Universidade Federal de
Vicosa, July 2013. Pathogenic Escherichia coli and hygiene indicators
microorganisms in bovine slaughter line and meat processingAdvisor: Luis
Augusto Nero. Co-advispPaulo Sérgio de Arruda Pinto.

Considering the importance that bovine meat represents to Brazil’s economy, developed
studies in production’s chain are fundamental to garantee the quality and
microbiological safety of these products. Obtaining quality and safe meat products can
garantee Brazil as largest exporter of bovine meat, enaibling the country to attend the
international criteria, beyond ensuring a high quality and safe product for your own
population. In this scenario, the present study aimed in the evaluation of the presence of
pathogenicE. coli and the evaluation of the contamination by hygiene indicators
microorganisms of different steps in 3 different bovine slaughter plants located at Minas
Gerais state, Brazil. Two isolates Bfcoli containing destxl gene and one isolate
containing theuidA gene (0157:H7) were founded at two differents slaughterhouses. In
relation to hygiene indicators microorganisms count, mean counts of carcass
contamination showed a considerable decrease between steps | e Il, with a significative
raise in step lll (p < 0.05). Although the mean counts in the slaughterhouse’s
environment and processing were low, high counts of coliform&andli in packaged

meat products showed failures or problems in handling these products.
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INTRODUCAO

O Brasil tem uma colacédo de destaque na produgéo e comercializagdo de carne
bovina. Atualmente é considerado o segundo maior produtor e o principal pais
exportador desse produto. Esse status se deve a sua grande extensao territorial e a
capacidade de produzir bovinos a baixos custos de producgdo, através do sistema
extensivo de criacdo, além do desenvolvimento de relagbes comerciais com antigos e
novos parceiros importadores de cortes de carne bovina. A bovinocultura de corte no
Brasil é responsavel por lucros significativos todos os anos, além de fornecer milhdes
de empregos diretos e indiretos nos diversos setores envolvidos na cadeia de produg&o.
A consolidacdo no comércio externo, entretanto, esté diretamente ligada a exigéncias de
qualidade e inocuidade, cada vez mais restritas e espeeificacordo com os pas
importadoes Tais exigéncias incitam o desenvolvimento de sistemas de controle de
qualidade e higiene a serem aplicados em toda a cadeia de producgéo, a fim de garantir
que os produtos finais possuam os critérios exigidos pelos parceiros comerciais,
apresentando a qualidade e a inocuidade desejadas.

A forma mais eficiente de garantir que os produtos carneos sejam produzidos de
acordo com padrdes internacionais de qualidade e inocuidade € pelo monitoramento
constante de parametros de qualidade e higiene nas diferentes etapas da producéo. Esse:
sistemas sdo amplamente utilizados pelas industrias de alimentos, e baseiam-se na
pesquisa sistematica de indicadores biologicos (micro-organismos indicadores de
higiene) em pontos especificos da linha de producédo de carne bovina. A partir da analise
desses indicadores € possivel definir medidas corretivas a fim de reduzir ou evitar
possiveis contaminac¢des. Os micro-organismos usualmente utilizados para se verificar a
higiene dos processos industriais de abate e processamento de bovinos séo: aerébios

mesofilos, enterobactérias, coliformek.ecoli.



Além da pesquisa de micro-organismos indicadores de higiene, a pesquisa direta
de microrganismos patogénicos é fundamental para gasanticuidade de produtos
carneos. Cepas patogénicaskdeherichia colisédo frequentemente associadas a carne
bovina. Tais cepas séo consideradas importantes causadoras de enfermidades associada:
a alimentos contaminados, principalmente devido o consumo de produtos carneos. A
presenca dessa espécie em carne bovina se da pela facilidade de contaminag&o durante c
processamento, uma vez que é comensal do trato gastrointestinal dos bovinos, o que
permite a contaminagdo das carcacas e cortes finais por falhas operacionais no abate,
como ruptura de algas intestinais, representando assim, um risco significativo para os
consumidores.

Assim, estudos que identifiguem a presenca de cepas potencialmente patogénicas
sdo fundamentais para garantir a qualidade e segurangca microbioldgica de produtos
carneos, fornecendo informacdes importantes sobre a ecologia, epidemiologia e
variabilidade genética das cepas patogénicas identificadas ao longo da linha de
processamento e nos produtos finais. A partir desses dados € possivel se propor medidas
de controle e eliminacdo desses patdgenos em pontos especificos da linha de abate e
processamento, garantindo dessa forma a qualidade e inocuidade dos produtos carneos

finais.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. MERCADO DA CARNE

Desde o inicio do século XXl a economia brasileira apresenta relevante
desenvolvimento, o que permite a expansao de diversos setores para o0 mercado externo.
Nesse contexto, o setor agropecuario brasileiro tem destaque e € responséavel por grande
parte do volume de produtos exportados. Devido a sua grande extensao territorial e
significativa produg@o agropecudria, o Brasil ¢ considerado o “celeiro do mundo” e
ocupa posicao de destague entre os maiores produtores mundiais de produtos agricolas e
de origem animal.

Dentro desse cenario, a bovinocultura de corte é um setor importante da producao
agropecudria nacional. Desde o fim da década de 1990, a producdo de carne bovina
brasileira tem aumentado consideravelmente. Em 2012 a producéo brasileira de carne
bovina atingiu o recorde de 9,5 milhdes de toneladas. Com um consumo peedio
capitade 40 kg/ano, a maior parte dessa producdo é consumida internamente (82%, o
que representa 7,7 milhdes de toneladas), sendo o restante destinado para a exportacac
(18% ou 1,69 milhdes de toneladas) (ABIEC, 2018DA, 2013).

Atualmente o Brasil € responsavel por aproximadamente 15% da producédo
mundial de carne bovina, sendo o segundo maior produtor, superado apenas pelos
Estados Unidos, que respondem por aproximadamente 19% da producdo mundial.
Entretanto, o Brasil € o maior exportador desse produto, com fornecimento para mais de
100 paises e com um volume de exportagcéo superior a 7,5 milhdes de toneladas por ano.
Russia, Ird, Venezuela, Hong Kong, Italia, Egito, Reino Unido, Holanda, Arabia Saudita
e Israel, juntos, sdo responsaveis por mais de 75% da receita gerada pelas exportacdes

(ABIEC, 2013) (Tabela 1).



Tabela 1. Dados relacionados as exportacfes de carne bovina brasileira para os sete principais

paises consumidores desse produto.

Pais Dados* Carne Bovina
Total In natura Industrializada Miados  Tripas
Renda 1.288.289 1.056.843 185.576 16.201  29.669
Russia Volume 279.672 253.770 17.949 2.719 5.234
US$/ton 6.533 4.165 10.339 5.960 5.668
Renda 551.270 531.930 13.614 4.753 973
Egito Volume 139.622 132.963 2.894 3.213 552
US$/ton 2.986 4.001 4.704 1.479 1.761
Renda 320.339 320.339 - - -
Ird Volume 67.018 67.018 - - -
US$/ton 4.780 4,780 - - -
Renda 821.300 431.710 184 386.275 3.131
Hong-Kong Volume 221.304 99.419 44 121.278 563
US$/ton 4.323 4.342 4.206 3.185 5.558
Renda 219.646 172.752 37.664 4.260 4970
Italia Volume 29.923 23.799 4.153 1.192 779
US$/ton 6.570 7.259 9.069 3.574 6.377
Renda 390.726 376.612 14.114 - -
Chile Volume 67.804 65.436 2.368 - -
US$/ton 5.858 5.755 5.960 - -
Renda 452.385 448.083 111 4.191 -
Venezuela Volume 90.390 87.182 18 3.190 -
US$/ton 4.230 5.140 6.235 1.314 -
Renda 4.043.955
TOTAL Volume 895.733
US$/ton 5.040

*Renda: em mil US$; Volume: em toneladas; US$/ton: médias

A cadeia da producéo de carne bovina gera uma movimentacgao financeira anual
de 167,5 bilhdes de ddlares e arrecada 16,5 bilhdes em impostos agregados, abastecendc
cerca de 50 segmentos industriais com matérias-primas. Em reais, 0s numeros
correspondem a R$ 328,3 bilhdes movimentados em um ano, correspondendo a 7,9% do
Produto Interno Bruto (PIB), que atingiu R$ 4,143 trilhdes em 2011, e R$ 32,3 bilhdes
em impostos correspondentes. Considerando esse panorama, ha uma evidente tendéncia
de continuo desenvolvimento da bovinocultura de corte no Brasil, com ampliacdo dos
mercados interno e externo (ABIEC, 2013).

Os principais produtos exportados sdo camemturarefrigeradas e congeladas



(77% do volume total e 81% da receita gerada em 2010), carnes processadas (10% do
volume e da receita), miados (7% do volume e 4% da receita) e tripas e carnes salgadas
(6% do volume e 5% da receita) (ABIEC, 2013). Considerando o0s sete principais
importadores da carne bovina brasileira (Russia, Ird, Hong-Kongo, EQhile,
Venezuela e Itélia), podem ser verificadas diferengas relevantes entre os principais
produtos adquiridos (Tabela 1).

A situacdo de destaque mundial na qual o Brasil se encontra em relacdo a
bovinocultura de corte se deve, principalmente, a uma producdo de baixo custo devido
ao sistema de criagao tipicamente extensivo observado nas principais regides brasileiras

produtoras.

2.PROCESSAMENTO E MICROBIOLOGIA DA CARNE BOVINA

O processo de transformacédo de tecidos musculares de bovinos em carne é um
processo complexo, dependente de vérias reacfes enzimaticas que ocorrem a partir do
abate do animal. As etapas essenciais para essa transformacgédo sdo: a interrup¢cao da
circulacdo sanguinea; queda no fornecimento de oxigénio aos musculos e transicédo de
um metabolismo aerdbio para um anaerébio, com liberacdo de acido latico e reducéo do
pH de 7,4 a 5,6; liberacdo de célcio intehilar, com consequente instauragio de “rigor
mortis” € aumento gradual do pH.

O abate industrial de bovinos demanda a atuacéo direta de funcionarios e técnicos
habilitados a manipular animais e produtos carneos nas diferentes etapas do
processamento. O processamento da carne segue a seguinte sequéncia: recep¢cado do:
animais e inspecaoante-mortem descanso, jejum e fornecimento de agua,
atordoamento, pendura pela extremidade distal do membro pélvico, sangria, remocao
das extremidades distal dos membros toracicos, esfola da regiao perianal e dos membros

pélvicos, ocluséo e liberacdo do esbdfago, remocéao completa da pele, liberacéo e ocluséao



do anus, remocao da cabeca, abertura do esterno e cavidade abdominal evisceracéo,
divisdo da carcaca em duas meias carcacas, remocao da medula, toalete, pesagem e
avaliacdo, lavagem com &gua potavel, avaliagcdo final do Servico de Inspecéo,
refrigeracdo em camara fria (0O a 2 °C) por 24 h para maturacao por reacfes enziméaticas,
e finalmente separacdo em cortes para obtencéo de pecas destinadas a comercializagac
(Fernandes, 20Q0McEvoy et al., 2004). O fluxograma de todos os processos de abate

de bovinos, inspecédo e processamento da carne bovina séo ilustrados na Figura 1.

Os produtos carneos sdo naturalmente susceptiveis a contaminacao
microbiolégica, proveniente dos préprios animais, ambiente de processamento e da
manipulacdo dos funcionérios (Gill et al., 1996). Assim, um controle higiénico eficiente
deve ser adotado sistematicamente e compativel com a atual realidade da demanda dos
consumidores por alimentos com qualidade e seguranca.

A pele dos animais é naturalmente contaminada e representa uma importante fonte
de contaminacao durante o processamento da carne (FSA,R¥04et al., 2002). A
contaminacgao natural da pele dos animais pode ter origem no solo, agua, alimentos e/ou
fezes e podem incluir patbgenos entéricos que representam riscos a saude humana,
comoE. coli0157:H7,Salmonellaspp eListeria monocytogeng®Rivera-Betancourt et

al., 2004).
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Figura 1. Principais etapas dos processos de abate de bovinos, inspecdo e processamento de
carne bovina (adaptado de Gomide et al., 2006). Figuras em cinza indicam instalacdes, figuras
em verde as etapas de inspecao, e figuras em branco as operacdes. Os asteriscos do lado

esquerdo indicam os principais pontos de contamina¢ao microbiolégica dos processos.



A crescente demanda pela inocuidade e qualidade dos alimentos, acrescida da
preocupacdo com os impactos das doengas nos rebanhos e possiveis riscos a saude
humana, motiva o surgimento e a aplicacdo de medidas que podem trazer barreiras ao
comeércio. Desde que 0 acordo sobre a Aplicacdo de Medidas Sanitarias e Fitossanitarias
(SPS- Sanitary andPhytosanitary Measurg@sentrou em vigor em 1995, os paises
importadores tém direito de fazer exigéncias sanitarias para garantir a seguranca e a
qualidade dos alimentos. Estas medidas podem, inclusive, ser mais rigidas que os
padrdes estabelecidos internacionalmente, desde que fique comprovada a plausibilidade
cientifica. Como exemplos de normas que foram publicadas com o objetivo de garantir
qualidade e inocuidade de alimentos, a Comissdo Europeia instituiu em 2002 a Lei
Geral do Alimento (“General Food La¥), cujo objetivo ¢ aplicar a analise de risco para
a legislacédo de seguranca de alimentos desde a producéo até o consumo, e em 2003 o
Regulamento CE - 2160/2003, cuja finalidade é controlar os patégenos da orige
alimentar na Europa (Fosse et al., 2008).

O modo mais eficiente de se reduzir a contaminagdo e desenvolvimento
microbiano em produtos carneos é o estabelecimento de programas de controle de
qualidade como Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e Analise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle (APPCC), que podem ser conduzidos pela pesquisa de micro-
organismos indicadores de higiene que remetem a praticas adequadas de processamento,
além de sugerir a presenca de patdgenos e micro-organismos causadores de deterioracac
(Doyle & Beuchat, 2007).

Os sistemas de controle de qualidade utilizados na produgcéo de carne bovina
levam em consideracéo diferentes parametros microbiologicos a fim de se verificar a
qualidade e inocuidade final dos produtos obtidos. Varios micro-organismos

indicadores séo utilizados para esse fim, como os aerobios mesofilos e coliformes. A

Unido Europeia, por exemplo, determina a enumeracdo de aerdbios mesofilos e



enterobactérias, além de pesquisa S#émonellasp. em carcacas bovinas, como
medidas de verificacdo da qualidade microbiolégica do processo de abate (European-
Community, 2007). No Brasil, os padrdes microbiolégicos sdo seguidos de acordo com
o mercado importador, e para o comércio interno os padrdes sdo estabelecidos pela
ANVISA, de acordo com a RDC n°12 de 02 de janeiro de 2001 (Brasil, 2001).

As principais origens dos micro-organismos patogénicos e deteriorantes sao
contaminacgfes cruzadas originadas da pele e visceras dos animais. A partir de um ponto
inicial de contaminacdo pode ocorrer uma distribuicdo para areas limpas, onde os
micro-organismos podem se multiplicar e representar novos focos de contaminacéo. A
reducdo do nivel de contaminacdo microbiolégica em um ponto determinado da carcaca
bovina pode ocorrer tanto por redistribuicdo como por remocéao (Gill et al., 1996).

Durante o abate, os principais pontos de contaminacdo de carcacas bovinas sao:
contaminacgdo cruzada por contato direto nos animais ainda vivos; contato da superficie
externa da pele com as massas musculares durante a esfola; ruptura de alcas intestinais
durante a evisceragcdo; manipulacdo inadequada de carcacas, determinando
contaminac¢fes por maos, utensilios ou instalacdes mal higienizadas (Bolton et al., 2001
Jordan et al.,, 1999). Segundo Bolton et al. (2001), alguns pontos s&o considerados
criticos para a contaminacao microbioldgica: a entrada dos animais na linha de abate
apoés o atordoamento; esfola (contaminantes presentes na pele); evisceracado
(contaminantes do conteudo intestinal); divisdo das carcacas em metades e a lavagem
final. Cada um destes pontos pode ser considerado como ponto critico de controle.

E importante enfatizar que, para obtencdo de um alimento indcuo, os cuidados
devem ter inicio na fase primaria de producéo. Dentro deste contexto, sistemas como as
BPF e HACCP apresentam-se como alternativas a serem empregadas ja na producéo
primaria, pois tem como fundamento a prevencédo dos perigos quimicos, fisicos e

biologicos. Nos paises desenvolvidos, ja hd uma mentalidade voltada para sua



adaptacao e implantacédo nas fazendas através de programas dootipéarm to fork
que numa traducéo livre seria a producdo de alimentos seguros envolvendo todas as
etapas de producdo, isto é, da fazenda ao garfo do consumidor (Duffy et alJa2008

et al., 2010).

3. MICRO-ORGANISMOS INDICADORES DE HIGIENE

O monitoramento sistematico de micro-organismos indicadores de higiene e
patégenos garantem informacdes fundamentais e uteis no controle da contaminacao
microbiolégica de carcagas bovinas. Utilizando como referéncia os niveis de
contaminacdo microbiolégica, podem ser indicados problemas ou falhas no
processamento (Gill & Jones, 2Q0@®ill et al., 1995). Mesmo que esse monitoramento
nao seja realizado continuamente, atividade que seria a ideal para um controle efetivo da
contaminagcdo, uma verificacdo periodica fornece dados relevantes para avaliar a
eficiéncias de programas de qualidade, como HACCP e BPF.

Cacacas e produtos carneos sao considerados substratos para a multiplicacdo de
micro-organismos. Gradativamente, esgotando-se os carboidratos, inicia-se a utilizagao
de fontes protéicas, que estdo presentes em abundancia nesses produtos. A partir de
contaminacgbes de 7,0 - 8,0 log/cm? a descaborxilacdo da lisina, ornitina e arginina
determina a formacdo de aminas responsaveis por odores desagradaveis na carne
(cadaverina e putrescina). Contaminacdes superiores a esses valores determinam a
formacao de limosidade superficial e liberacdo d8 bu NH, causando um aspecto
repugnante e incompativel com o consumo humano (Doyle & Beuchat, 2007).

De acordo com Buchanan (2000), a pesquisa de micro-organismos em alimentos
pode ser dividida em dois tipos: a pesquisa direta de micro-organismos patogénicos e a
pesquisa indireta através de indicadores de higiene, que podem sugerir a presenca de

patogenos. Assim, 0s principais exemplos sdo 0S micro-organismos usualmente
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pesquisados no controle de qualidade dos alimentos, como aerébios mesofilos,
coliformes e enterobactérias. Para um controle efetivo dos processos higiénicos de
producgédo, esses grupos de microrganismos s&o usualmente enumerados nos alimentos, e
mesmo em pontos chave do processamento, e comparados com parametros de referéncia
gue indicam diferentes condi¢des de producéo.

Segundo Doyle & Beuchat (2007), para que um micro-organismo seja
considerado um bom indicador de higiene, o mesmo deveort® habitat exclusivo o
trato intestinal do homem e de outros animais; ocorrer em nameros muito altos nas
fezes; apresentar alta resisténcia ao ambiente extra-enteral; possuir técnicas rapidas,
simples e precisas para sua deteccdo e/ou contagem. Como exemplos de micro-
organismos indicadores podem ser citados aqueles que, segundo a ICMSF, podem ser

agrupados em:

1. Micro-organismos que ndo oferecem risco direto & saude: contagem padrdo de
mesofilos, contagem de psicrotroficos e termdofilos, contagem de bolores e leveduras;
2. Micro-organismos que oferecem um risco baixo ou indireto & saude: coliformes a 35

°C, coliformes a 45 °C, enterococos, enterobactérias toEasterichia coli

O grupo dos aerdbios meséflé composto por micro-organismos da familia
Enterobacteriaceae, além de representantes dos géBawbBus Clostridium
Corynebacteriune Streptococcusdentre outros. Embora seja considerada uma relacéo
entre a alta contagem de mesodfilos e a possivel presenca de patdogenos, uma vez que
todos os patégenos sdo mesofilos, alguns estudos tem demonstrado que essa associaGas
nao é totalmente verdadeira (Crowley et al., 2005). Entretanto, a pesquisa de mesofilos
em alimentos possui relevancia por indicar condicdes genéricas inadequadas de

producdo, conservacao ou mesmo transporte (Serraino et al., 2012). De maneira geral,
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niveis de contaminacdo por aerébios meséfilos abaixo d&JAG/cnf da carcaca
indicam boas condi¢des de higiene durante o abate. Contaminacdo de carnes em niveis
acima de 19 UFC/cnf indica inicio de processo de deterioracdo, com producdo de
odores tipicos e reducdo do tempo de prateleira. Quando o nivel de contaminacao atinge
valores da ordem de 10FC/cnf a formacéo de limosidade ja é evidente (Gill, 1998).

As enterobactérias compreendem um grupo de micro-organismos classicamente
utilizados na determinagéao de contaminacdes causadas por fezes, por serem encontradas
no intestino, mas também sdo encontradas em regides extra-intestinais. S&o bacilos
Gram negativos e estdo amplamente distribuidos no solo, agua, plantas e intestinos do
homem e dos animais. Atualmente, alguns laboratérios preferem enumerar
enterobactérias ao invés de coliformds. €oli, por considerarem as bactérias do grupo
coliforme mal distribuidas taxonomicamente, pela possibilidade de ocorréncia de
resultados falso positivos pela identificagdo apenas de grupos fermentadores de lactose,
e pela maior resisténcia das cepasSa¢monellaem detrimento &. coli e outros
coliformes (Doyle & Beuchat, 2007).

Os coliformes fazem parte da familia Enterobacteriaceagém varias
caracteristicas em comum com espécies do g&anaonellae Shigellg asquais todas
sdo patogénicas. Entretanto, a principal diferenca bioquimica caracteristica € que os
coliformes fermentam a lactose com a producdo de acido e gas, enGaamtmellae
Shigellando (Doyle & Beuchat, 2007). S&o bacilos Gram negativos e ndo formadores
de esporos. Além de serem encontrados nas fezes, também estdo presentes em outros
ambientes como vegetais e solo, onde persistem por tempo superior ao de bactérias
patogénicas de origem intestinal corS@almonellae Shigella Consequentemente,
segundo Doyle & Beuchat (2007), a presenca de coliformes a 35°C no alimento nao

indica, necessariamente, contaminacao fecal recente ou ocorréncia de enteropatdogenos.
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A definicdo de coliformes a 45 °C é a mesma dos coliformes a 35 °C, com a
diferenca de que os primeiros sdo capazes de fermentar lactose e produzir acido e gas
quando incubados a 44°- 45,5°C por 24-48 h. Nessas condi¢des, ao redor de 90% das
culturas deE. colisdo positivas, enquanto que entre os demais géneros, apenas algumas
cepas deEnterobactere Klebsiella mantém essa caracteristica (Doyle & Beuchat,
2007). Séo indicadores sanitarios por indicarem uma possivel presenca de micro-
organismos patogénicos e também devido a existéncia de sorotipos patogénicos de
Escherichia coli A pesquisa de coliformes a 45 °C ouEle&oli nos alimentos fornece,
com maior segurancga, informacdes sobre as condi¢des higiénicas do produto e a melhor

indicacao da eventual presenca de enteropatégenos (Doyle & Beuchat, 2007).

4.ESCHERICHIA COLI PATOGENICAS

Escherichia coli membro da familia Enterobacteriaceae, compreende bacilos
Gram-negativos, anaerobios facultativos, ndo esporogénicos, produtores de catalase,
mas nao de oxidase, que podem apresentar motilidade por meio de flagelos peritriquios.
Possuem de 1,1 a 1,5 m x 2,0 a 6,0 m, ocorrendo em pares ou isoladamente e sua
temperatura ideal de multiplicacdo é de 37° C. Este micro-organismo é considerado um
dos patégenos bacterianos mais versateis: enquanto algumas cepas sdo membros da
microbiota de homens e animais, desempenhando um importante papel na fisiologia
intestinal, outras possuem fatores de viruléncia que as capacitam a causar infec¢des no
trato intestinal ou em outros locais, como no trato urinario e até mesmo meningite
(Doyle & Beuchat, 2007).

Por ser predominante na microbiota intestirtal, coli € considerada, até o
momento, o melhor indicador de contaminacéo de origem fecal em alimentos. Além de
estar relacionada a praticas de higiene insatisfatorias, sua importancia em alimentos é

ainda mais evidente devido a presenca de cepas patogénicas para o0 homem, que
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estiveram envolvidas em surtos de doencas associadas ao consumo de alimentos
contaminados (Doyle & Beuchat, 2007).

Os sorotipos desta bactéria sdo definidos com base nos antigenos somaticos (O),
flagelares (H) e capsulares (K) e sado designados por nimeros arabicos, colocados em
seguida a cada letra representativa do antigeno, como por exemplo: 026:K60:H11.
Atualmente, sdo reconhecidos 179 Ag O, 53 Ag H e 103 Ag K. No entanto, nem todo
isolado deE. coli expressa os trés antigenos ao mesmo tempo, pois uma parte pode ser
rugosa, ndo possuindo o Ag O, e outra imoével, ndo possuindo flagelos. Em
consequéncia, a identificacédo sorologicaEdeoli € muitas vezes incompleta, podendo
se basear, nesses casos, apenas nos antigenos O ou H (Doyle & Beuchat, 2007).

A patogenicidade dE. colié um mecanismo multifatorial complexo, que envolve
um grande numero de fatores de viruléncia, como toxinas e adesinas, codificados por
genes localizados em elementos genéticos moveis, como plasmideos, transposons,
bacteriéfagos e ilhas gendmicas. Dessa maneira, esses genes podem ser transmitidos
entre as cepas resultando em novas combinagcdes de genes de viruléncia ou tornando
umak. colindo patogénica em patogénica (Kaper et al., 2004).

De acordo com os fatores de viruléncia e seus mecanismos de acao, tipo de
manifestacdo clinica e epidemiologia, os subgrupos Edecoli considerados
diarreiogénicos (EHEC) ou uropatogénicos (UPEC), atualmente, agrupados em seis
patotipos:E. coli enterotoxigénica (ETEC). coli enteropatogénica (EPECE, coli
enteroinvasora (EIEC)E. coli de adesao difusa (DAECE. coli enteroagregativa
(EAEC) eE. coli produtora de toxina de Shiga (STEC) (Sahl et al., 2013). Entre esses
grupos, pode ser considerado de maior importancia na area de alimentos, o grupo das
STEC, tendo em vista 0s inumeros surtos causados, com diversos Obitos, como

demonstra a Tabela 2.
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Tabela 2. Surtos causados p@cherichia colprodutoras de toxina Shiga-like (STEC) entre

2000 e 2011.
Ano Localizacéo N° de casos Casos & Veiculo Referéncia
(mortes)  SHU

2000 Inglaterra 4 leite nao Eurosurveillance, 2010
pasteurizado

2003/2004 Dinamarca 25 leite Eurosurveillance, 2010

2005 Holanda 21 produtos Eurosurveillance, 2010
carneos

2005 Irlanda 18 interpessoal  Eurosurveillance, 2010

2006 EUA 199 (3) 31 espinafre CDC, 2010

2006 EUA 71 8 alface CDC, 2010

2007 Holanda/Islandi: 50 alface Eurosurveillance, 2010

2007 EUA 21 4 pizza congelad CDC, 2010

2007 EUA 40 2 carne de CDC, 2010
hamburguer

2007 Dinamarca 20 salsicha Eurosurveillance, 2010

2008 EUA 49 1 carne moida CDC, 2010

2008/2009 Holanda 20 produtos Eurosurveillance, 2010
carneos

2009 EUA 23 2 carne moida CDC, 2010

2009 EUA 72 10 massa de CDC, 2010
biscoito

2009 EUA 26 (2) 5 carne moida CDC, 2010

2010 EUA 3 1 leite ndo ProMED, 2010
pasteurizado

2010 EUA 26 3 alface ProMED, 2010

2011 Alemanha 3816 (54) 852 semente de Soon, Seaman et al. 201
feno grego

Cepas de STEC compreendem todos os isolad&s deli capazes de produzir
toxinas citotéxicas semelhantes as sintetizadasSpaella dysenteriaePelo fato de
causarem efeito citopatico em culturas de células Vero, STEC também eram
denominadas como VTEC, ou sef, coli produtora de verotoxina (Karmali, 1989).
STEC séo considerados patdgenos de origem alimentar, responsaveis por um amplo
espectro de doencas humanas que varia de diarreias brandas até severas e
sanguinolentas, a complicagbes graves como colite hemorragica (CH), sindrome
hemolitica urémica (SHU) e purpura trombdética trombocitopénica (PTT) (Kaper et al.,
2004). Os ruminantes, em especial os bovinos e ovinos, sao seus principais
reservatorios. Sendo assim, a contaminagdo fecal dos alimentos representa a fonte

habitual de infeccdo para humanos. A transmissdo pessoa-pessoa também tem sido
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observada em surtos, visto que a dose infecciosa é aparentemente baixa (Paton & Paton,
1998).

Desde 1982, quando o sorotipo O157:H7 foi pela primeira vez associado a
enfermidades associados a consumo de alimentos contaminados, através de um surto
ocorrido nos Estados Unidos (Riley et al., 1983), mais de 100 surtos foram
documentados com 52 % tendo sido atribuidos ou relacionados a alimentos derivados
de carne (Woerner et al.,, 2006). Embora o sorogrupo O157 seja atualmente o mais
estudado, h4 mais de 100 sorogrupos de STEC implicados em doencas humanas,
destacando-se os sorogrupos 026, 0103, 0111 e 0145 que estdo sendo cada vez mais
isolados de surtos e casos clinicos (Perelle et al.,, 2007). Em alguns paises, esses
sorogrupos sao mais frequentemente isolados de pacientes com diarreia e SHU do que
cepas O157 (Brooks et al., 2Q0@aprioli et al., 1994De Toni et al., 2009Guth et al.,

2005 Huppertz et al., 199@Rivas et al., 20065ouza et al., 20Q¥az et al., 2004).

STEC é considerada um sério problema de satde em muitos paises desenvolvidos,
entre eles Estados Unidos, Canad4, Japao e Reino Unido. Nos Estado Unidos, o sorotipo
0157:H7 é a principal causa de CH e SHU em criancas (Echeverry et al., 2006). Entre
0s surtos ocasionados por STEC, o maior ja relatado ocorreu no Japdo em 1996,
envolvendo mais de 10.000 casos (CDC, 2013). Sorogrupos ndo-O157 sdo mais comuns
na Europa, Australia e América Latina, incluindo o Brasil (Guth, 2008).

No Brasil, Irino et al. (2007) relataram, pela primeira vez, a associacao entre o
sorotipo O157:H7 e doenca em humanos ao analisarem cepas provenientes de trés
pacientes com diarreia severa a sanguinolenta no estado de S&o Paulo. Nesse mesmo
ano, Guth et al. (2002) relataram o primeiro caso de SHU causado por STEC em um
paciente de oito meses na regido Nordeste do pais, e o sorotipo identificado foi o
026:H11. No entanto, as infecgcbes humanas por STEC no Brasil sdo principalmente

associadas a casos de diarreia ndo sanguinolenta, especialmente em criancas (Guth et
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al., 2005 Irino et al., 2007Vaz et al., 2004)Vaz et al. (2004 Cergole-Novella et al.

(2006) relataram que a maioria das cepas de STEC isoladas de humanos pertenciam ao
sorogrupo 0111 e estavam relacionadas com casos de diarreia sem demais
complicagdes.

Durante o abate, a contaminacéo por cepas patogénidasodd pode ocorrer
principalmente quando o couro é removido da carcaga do animal (esfola), ou quando a
carcaca entra em contado com o conteudo intestinal durante a evisceracao (Penney et
al., 2007). Uma vez na superficie da carcaca, o patégeno pode ser disseminado pelo
manuseio dos operadores. O subsequente abuso de temperatura na linha de producgéo ou
na cadeia de varejoontribui para a multiplicacdo do patégeno. A contaminacdo da
carne representa um risco significante durante as diversas etapas do processamento,
podendo chegar aos produtos finais, colocando em risco a saude dos consumidores
(Carney et al., 2006).

Foi demonstrado também que a contaminacdo secundéaria de alimentos com
0157:H7 e outras cepas STEC pode ocorrer em etapas subsequentes ao abate do animal.
STEC pode ser introduzida em produtos cozidos ou que ndo recebem tratamento
térmico prévio através de contaminacao cruzada pelo contato com carnes cruas, maos,
utensilios ou superficies durante o preparo desses alimentos (Cagney et al., 2004
Mainil & Daube, 2005).

Rajpura et al. (2003) reportaram surtos de doencas por STEC O157 onde a causa
mais provavel foi a contaminacdo cruzada entre carnes cruas e cozidas ocorridas em
lojas tipo “delicatessen” de supermercados do Reino Unido. Os utensilios ou superficies
também sédo fatores fundamentais na contaminacdo cruzada dos alimentos. O estudo
realizado por Warriner et al. (2002) demonstrou que o0 mesmo cloie ddi foi
isolado de uma carcaca de suino e de um equipamento usado no processamento da carne

obtida.
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Vérios trabalhos relatam a presenca de STEC em produtos carneos. Carney et al.
(2006) observaram uma frequéncia de 2,4% de STEC em cortes bovinos, com a maioria
dos isolados apresentando importantes genes associados a patogenicidade. Chapman
(1995) verificaram a presenca Hecoli O157 em um estudo desenvolvido ao longo de
um ano na Inglaterra, e isolaram o patdégeno em 12,9% dos bovinos, 1,4% das carcacas
e em 0,44% dos produtos carneos, com maiores frequéncias e contagens acifna de 10
UFC/g entre os meses e julho e agosto. Madden et al. (2001), em estudo realizado na
Irlanda do Norte, ndo isolaraf. coli O157:H7 em nenhuma das carcagcas bovinas
analisadas. Fantelli & Stephan (2001) detectaram a presenca de cdpasolileem
2,3% de amostras de carne picada na Suica, que apresentavam csbxfjeasse.

Tutenel et al. (2003) detectardin coli O157 em carcagas bovinas e em amostras de
carne moida, apresentando varios genes associados a patogenicidade. Em estudo
realizado no Brasil e Argentina (Guth et al., 2003), a maioria dos isolados patogénicos
de E. coli apresentaram o genst®, com diferencas no potencial patogénico
considerando os sorotipos e genotipos.

No Brasil, os dados sobre a ocorréncia de STEC em carnes $ovina
comercializadas séo bastante limitados. Bergamini et al. (2007) detectaram STEC em 4
(3,5%) das 114 amostras de carne moida crua coletadas em Ribeirdo Preto. Porém, ndo
detectaram 0 micro-organismo nas 136 amostras de carne moida adquiridas em
Campinas, Sao Paulo. Resultado semelhante foi obtido por Sitenta(1999), que
nao detectarar. coliO157:H7 em 886 amostras de hamburgueres provenientes de oito
diferentes produtores da regido sul do Brasil, no periodo de janeiro a setembro de 1997.
Silva et al. (2001), analisaram 340 amostras de produtos carneos, ndo sendo detectada a
presenca dé&.coli 0157:H7 em nenhuma das amostras analisadas. Esses resultados,

segundo os autores, complementam outros ja previamente relatados para produtos
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carneos no Brasil, atestando, sendo a auséncia, pelo menos uma baixa frequéncia do
patbgeno em nossa producao.

Em revisdo sobre gestdo quantitativa dos riscos inerentes a presehcactie
0157: H7 em carne bovina, Duffy et al. (2008) concluiram que todos os experimentos
com modelagens para previsdo da incidénciaEdecoli O157:H7 podem sofrer
variagbes em suas previsbes da enfermidade, influenciadas pelas diferentes
concentracdes e prevaléncia Be coli em regifes geogréaficas diversas. Ressaltaram
ainda que qualquer um dos modelos poderia ser adaptado e executado com a adaptacao
dos dados de entrada / praticas de outros paises ou regides para avaliar e gerir 0S riscos
apresentados pé&. coliO157: H7 na carne.

O estudo de Duffy et al. (2008) relatou ainda que pesar das previsdes de risco
serem diferentes, houve uma acentuada similaridade de todos os modelos em termos de
fatores de maior impacto de risco. Quatro dos cinco modelos demonstraram que o fator
com maior impacto sobre a doenca foi a concentracao do patégeno nas fezes ou pele dos
animais no abate. Por isso, consideraram provavel que os esforcos destinados a eliminar
0s animais portadores em niveis muito elevados do patégeno na entrada da cadeia
produtiva da carne renderiam bom retorno em termos de reducéo de risco. De forma
similar, o abuso de temperatura no varejo também apresentou alta em incidéncia nos

fatores de risco dos modelos.

4.1. Mecanismos de patogenicidade diescherichia coli
EHEC causa diarreia pela sua capacidade de aderir a membrana da célula do
hospedeiro e colonizar o intestino grosso, produzindo uma ou mais toxinas (Chapman,
1995). Apesar disso, alguns fatores de viruléncia sdo bem conhecidos e caracterizados,
como a toxina de Shiga 1 e 2, a intimina e a enterohemolisina (Nataro & Kaper, 1998).
Cepas de STEC produzem uma ou duas citotoxinas denominadas toxina de Shiga

tipo 1 (Stx1) e tipo 2 (Stx2), das quais Stx2 é fator de viruléncia primario para SHU

19



(Tzipori et al., 2004). Porém, cabe ressaltar que apesar da importancia das Stx para a
patogenicidade de STEC, nem todas as cepas produtoras destas toxinas sao capazes d¢
causar doencas, pois a patogenicidade € multifatorial (Coombes et al.TaGd8neh

et al., 2009). Essas citotoxinas foram primeiramente descritas como verotoxinas (VTS)
por Konowalchuk et al. (1977), uma vez que causam efeito citopatico irreversivel em
culturas de células Vero, originarias de rim de macaco verde africano. Também sao
denominadas de toxinas “Shiga-like” (SLTs), ja que sdo semelhantes a toxina produzida

pelo bacilo de ShigaShigella dysenterieatpo 1), causador da disenteria bacilar. Sdo
proteinas de alto peso molecular e sua producdo € determinada por dois fagos
lisogénicos distintos (Doyle & Beuchat, 2007).

A toxina de Shiga é composta por uma subunidade A, que €é a parte
biologicamente ativa, e cinco subunidades B, que se ligam aos receptores celulares
especificos (Karmali et al., 2010). O modo geral de a¢do dessas toxinas envolve a
adesao a um receptor glicolipidico na superficie da célula através das subunidades B e a
internalizacdo da subunidade A, que é enzimaticamente reduzida a um fragmento Al,
responsavel por remover um grupo adenina do RNA 28S, pertencente a fracdo 60S dos
ribossomos dos enterdcitos. Isto resulta na inibicao da sintese protéica e interrup¢ao do
funcionamento celular, ocasionando a apoptose da célula. A especificidade de Stx nas
células-alvo depende da quantidade de receptores especificos presentes na membrana
destas células. O receptor Gb3 (globotriaosilceramida), especifico para Stx1 e Stx2, esta
presente nas ceélulas Vero e Hela, tornando-as suceptiveis a atividade citotoxica de Stx
(Karmali et al., 2010).

Em humanos, apos a colonizacdo do intestino por células de STEC, as Stx sao
produzidas e atravessam a parede intestinal através de internalizacdo pelas células do
hospedeiro, atingindo a corrente sanguinea. Na circulacdo, o principal alvo sdo as

células endoteliais de artérias de pequeno porte, dos rins, cérebro e mucosa
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gastrintestinal. As consequéncias sdo o extravasamento de fluidos e/ou hemorragias
levando a lesbes de tecido e sindromes clinicas (Mainil & Daube; RP@@ishboom-
Brees et al., 2000).

No rim, essas toxinas causam dano renal crbnico, levando a dialise e eventual
necessidade de transplante em casos de SHU. A nefrotoxicidade € observada em 10%
dos pacientes com infeccdo por STEC. Doencas neuroldgicas também podem ocorrer
apos a infeccdo ou como parte de sequelas causadas pela PTT, levando ao
desenvolvimento de codgulos e consequentemente a morte do paciente (Kaper et al.,
2004).

Stxl é antigenicamente mais parecida a toxina produzidaSpalysenteriae
sorotipo 1, e constitui um grupo mais homogéneo, com apenas duas variantes: Stx1c e
Stxld, que se diferem ligeiramente em sua sequéncia de aminoacidos, sem
consequéncias sobre sua antigenicidade e toxicidade celular. Por outro lado, Stx2
apresenta cinco variantes (Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f e Stx2g) que diferem muito entre
si em sua antigenicidade, toxicidade e sequéncias genéticas (Caprioli et alGutb94
2008). Estudos tém demonstrado uma maior patogenicidade de Stx2 em relacdo a Stx1,
uma vez que ha uma forte associacéo entre a presenca de Stx2 e o desenvolvimento de
SHU (Karmali et al., 2010).

Outro fator de viruléncia, a lesdo A/E, “attaching and effacing” ou adesao intima e
destruicdo das microvilosidades, € uma lesao histologica especifica do intestino causada
por uma classe de cepas patogénicas, denominadas EPEC (Karmali, 1989)
Posteriormente, foi observado que cepas EHEC 0157:H7 podem produzir uma lesdo
muito semelhante, estendendo a definicdo de EHEC para todas as cdpasotie
produtoras de Stx e lesdes A/E (Mainil & Daube, 2005). Este tipo de lesdo interrompe a

funcdo das células epiteliais e induz a uma leséo caracteristica das microvilosidades. A

producao da lesdo A/E é resultado de uma interacdo especifica e bem regulada entre a
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bactéria e a célula eucaridtica. Esse evento ocorre em trés etapas: aderéncia inicial,
transducéo do sinal e aderéncia intima (Nataro & Kaper, 1998).

A primeira etapa consiste na adesao da bactéria a superficie das microvilosidades
da célula hospedeira. Essa aderéncia provoca a expressao de varios genes localizados
em uma ilha de patogenicidade no crosna®, denominado “Locus of Enterocyte
Effacement (LEE). Na segunda etapa, ocorre transducdo de sinais para a célula
eucariotica por meio de um sistema de secrecao do tipo lll, que também esté localizado
na LEE. Através da fosforilacdo de varias proteinas da célula eucaridtica, o sistema de
secrecdo do tipo lll causa alteracdes no citoesqueleto das células da mucosa intestinal,
com destruicdo das microvilosidades e acumulo de actina no local da adesdo. Na
terceira etapa, ocorre a adesdo intima da bactéria @ membrana citoplasmatica do
enterdcito, levando a amplificacdo das alteracBes no citoesqueleto. Essa adesdo é
mediada pela intimina, uma proteina codificada pelo gemelocalizado na ilha de
patogenicidade LEE (Karmali et al., 2QNataro & Kaper, 1998). Um terceiro fator € a
enterohemolisina (Ehx), codificada pelo gene denominadehge e que esta contido
no plasmideo de viruléncia pO157, de aproximadamente 60 MDa. O gene estrutural
ehxA possui 60% de homologia com o gene da a-hemolisina lyA), codificado pelo
genea-hly (Feng & Monday, 2000). A enterohemolisina € uma proteina de 110 kDa que
se insere na membrana citoplasmatica de células eucaridticas formando poros e levando
a destruicdo destas células (Mainil & Daube, 2005).

Na atividade “in vivo”, apesar de haver uma forte associagdo entre a producao de
Ehx e de Stx com o desenvolvimento de SHU e CH em humanos, a real contribuicdo de
Ehx na patogénese de STEC permanece desconhecida (Saitoh et al., 2008). Porém, ha
relatos sugerindo que sua presenca possa potencializar os efeitos causados pelas Stx,

uma vez que a hemoglobina liberada pela agédo da Ehx nos eritrocitos serve de estimulo
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para a multiplicacdo de cepas STEC no intestino (Nataro & Kaper, P288n &

Paton, 1998).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL
Avaliar a contaminagao por micro-organismos indicadores de higiéseherichia coli
patogénicas em carcacas bovinas durante o abate, ambiente de processamento de carne

bovina, e cortes carneos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Quantificar a contaminacgéao por aerébios mesdéfilos, enterobactérias, coliformes e
Escherichia coliem carcacas bovinas em diferentes etapas do abate, em
utensilios e equipamentos utilizados no processamento da carne bovina, e em
cortes carneos obtidos ao final do processamento;

v Detectar a presenca de cepas patogénic&sdeerichia coli e seus fatores de
patogenicidade, em carcagcas bovinas em diferentes etapas do abate, em
utensilios e equipamentos utilizados no processamento da carne bovina, e em

cortes carneos obtidos ao final do processamento;
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REsumoO

Considerando a importancia que a carne bovina representa para a economia do Brasil
estudos que sejam desenvolvidos na cadeia de producdo a fim de garantir qualidade e
seguranca microbiolégica desses produtos sdo fundamentais. A obtencdo de produtos
carneos com qualidade e seguranga microbiolégica pode garantir a posi¢cdo do Brasil
como maior exportador mundial de carne bovina, possibilitando atender aos critérios
internacionais, além de assegurar para a populacdo um produto de alta qualidade e
seguro. Dentro desse cenario, o presente estudo visou a avaliacdo da presspgs de C
patogénicas d&. coli e a contaminacdo por micro-organismos indicadores de higiene
em diferentes etapas da linha de processamento da carne bovina em 3 frigorificos
localizados no estado de Minas Gerais. Foram encostdami®isolados d€&. colicom

0 genestxl e um isolado com o genadA (O157:H7). Em relacdo as contagens de
micro-organismos indicadores de higiene, as contagens médias em carcagas mostram
um decréscimo consideravel entre as etapas | e Il, com significativo aumento na etapa
[l (p < 0.05). Embora as médias de contagens em ambiente e processamento tenham
sido baixas, as altas contagens de coliformeés @li nos produtos carneos embalados

evidenciam falhas ou problemas na manipulacdo desses produtos.

Palavras-chavdzscherichia colpatogénica, carne bovina, abate, processamento
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1.INTRODUCAO

O Brasil possui uma posicdo de destaque no cenario internacional de carne
bovina, uma vez que é o segundo maior produtor mundial e o principal exportador desse
produto (USDA, 2013). Essa atividade determina para o Brasil uma movimentagcao
financeira anual de aproximadamente 170 bilhdes de dolares, o que representa
aproximadamente 8% do Produto Interno Bruto (PIB) nacional: esses indicadores
evidenciam a tendéncia de desenvolvimento constante da bovinocultura de corte no
Brasil.

Considerando o grande potencial de exportacdo, os frigorificos brasileiros que
processam carne bovina devem contemplar as exigéncias dos mercados consumidores.
Com o advento do Acordo Sanitario e Fitossanitario em 188&itary and Phyto-
Sanitary Agreemept(WTO, 2013), as exigéncias internacionais para comércio de
alimentos sédo baseadas principalmente em aspectos de qualidade e seguranca,
identificados principalmente por caracteristicas microbiolégicas verificadas ao longo da
cadeia produtiva dos alimentos e nos produtos finais (Neeliah et al., 2013). Nesse
sentido, 0 monitoramento de micro-organismos indicadores de higiene e patégenos
fundamental para garantia da qualidade e inocuidade dos alimentos produzidos, e
consequente garantia do mercado internacional.

Em carne bovina, a pesquisa de micro-organismos indicadores de higiene ao
longo da cadeia produtiva € fundamental em programas de controle de qualidade
aplicados pelas indastrias, como analise de perigos e pontos criticos de controle (Buncic
et al., 2013Luning et al., 2011). Quando detectados em diferentes concentracdes, esses
micro-organismos podem sugerir falhas higiénicas nos processos industriais, ou mesmo
manipulacdo inadequada dos produtos (Brown et al., 2000). Aerdébios mesofilos,

enterobactérias, coliformesEscherichia colisdo importantes grupos microbianos que
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podem ser monitorados no processamento de carne bovina, e fornecem informacoes
importantes sobre as condi¢des higiénicas desse processo.

Apenas a pesquisa de indicadores de higiene ndo € considerada suficiente para
assegurar a inocuidade dos alimentos. Embora muitos desses indicadores possam
sugerir a presenca de patdgenos, varios estudos tem demonstrado a auséncia de relagac
entre suas altas contagens e a efetiva presenca de um micro-organismo patogénico
(Barros et al., 2007&Crowley et al., 2005). Essa evidéncia determina a necessidade da
pesquisa de patdgenos especificos na cadeia produtiva dos alimentos, visando a
identificacdo de suas origens e a aplicacdo de procedimentos adequados para 0 seu
controle. Varios patégenos sao associados a carne bovina, porém cepas patogénicas de
Escherichia colipossuem relevancia pela facilidade de contaminagao, principalmente
por possiveis falhas durante a etapa de evisceracdo (Cummins et al., 2008). Ainda,
paises importadores frequentemente exigem andlises que atestem a audéncdai de
patogénica em carne bovina (Neeliah et al., 2013).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a presenca de cepas patogéritcas de
coli e quantificar micro-organismos indicadores de higiene em diferentes etapas do

abate de bovinos, processamento de carne bovina e cortes carneos.

2.MATERIAIS E METODOS

2.1. Frigorificos e coleta de amostras

O presente estudo foi conduzido em 3 frigorificos (FrO1, Fr02, Fr03) localizados
no estado de Minas Gerais, Brasil, com abate regular de bovinos realizado sob
fiscalizacdo do Servico de Inspecao Federal (SIF, Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento, Brasil).

37



Entre setembro de 2009 e julho de 2012, os frigorificos selecionados foram
visitados periodicamente para coleta de amostras superficiais de carcacas bovinas em
diferentes etapas do abate, utensilios e equipamentos utilizados no processamento de
carne bovina, e cortes carneos embalados (Tabela 1). Cada amostra foi obtida por
esfregaco superficial de quatro esponjas estéreis (Dry-sponge, 3M Microbiology, St.
Paul, MN, EUA), previamente umedecidas com 10 mL de solucdo salina (0,85%)
peptonada (1%) (SSP) (Oxoid Ltd., Basingstoke, Inglaterra), em quatro areas de 100
cmz? delimitadas com moldes plasticos estéreis, resultando numa amostragem final de
400 cm? por amostra. Os pontos exatos de amostragem das carcagas sao apresentados n
Figura 1.

Apés obtencdo das amostras superficiais, 0s conjuntos de quatro esponjas por
amostra eram acondicionados em uma bag estéril (18-OZ Whirl-Pak Speci-Sponge
Environmental Sampling bag Nasco Ltd., Fort Atkinson, WI, EUA) e mantidos sob
refrigeracdo até a execucdo de analises microbiol6gicas. Em condicGes estéreis, cada
conjunto de esponjas foram adicionados de 160 mL de SSP (Oxoid) e submetidos a
homogeneizagédo, para obtencdo de um homogenado final onde 1 mL corresponde a 2

cma2.

2.2. Pesquisa d&scherichia coli patogénicas

A pesquisa de cepas patogénicasEdesoli foi realizada conforme o protocolo
descrito no Bacteriological Analytical Manual (FDA, 2013), com modificagdes.
Aliguotas de 40 mL dos homogenados eram centrifugadas ax1@@or 15 min, a 4
°C, com descarte do sobrenadante e suspensao do pellet com 10 mL de caldo tripticase
de soja (TSB, Oxoid) suplementado com novobiocina (Oxoid), com incubacédo a 41,5
°C por 18 a 24 h, em banho-maria. Em seguida, aliquotas de 1 mL das culturas obtidas

eram transferidas para microtubos estéreis de 1,5 mL, e adicionados yde d&0
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Dynabeads@E. coli anti-O157 (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, EUA) e submetido a
rotagdo em carrossel por 10 minutos. Os microtubos entdo eram colocados em estante
magnética por 3 min, sendo o sobrenadante retirado com micropipeta estéril, e o pellet
submetido a quatro lavagens consecutivas com solucao fosfato tamponada Tween (PBS-
Tween). ApGs as lavagens, os microtubos foram retirados da estante magnética, e os
pellets homogeneizados com 100 mL de PBS-Tween. Aliquotas das suspensdes obtidas
foram estriadas em agar MacConkey Sorbitol (SMAC, Oxoid) e agar MacConkey
Sorbitol Telurito-Cefexime (TC-SMAC, Oxoid), com incubacéo a 37 °C por 18 a 24 h.
Apos incubacdo, as colbnias formadas eram caracterizadas quanto a sua morfologia e
pelo menos trés colonias de cada tipo eram selecionadas por amostra e submetidas a
andlises complementares para identificacdo a nivel de espécie, e deteccdo de genes de
viruléncia.

Cada colonia obtida foi estriada em agar tripticase de soja (TSA, Oxoid) com
incubacédo a 37 °C por 24 h para purificacdo. Col6nias isoladas foram estriadas em agar
MacConkey (Oxoid), e colénias fermentadoras de lactose eram submetidas a analises
bioguimicas complementares para identificaca&.deli: indol, citrato, urease, Voges-
Proskauer, vermelho de metila, agar triplice acucar ferro e agar lisina ferro (conforme
descrito no Bacteriological Analytical ManyéFDA, 2013).

Culturas que apresentaram perfil bioquimico compativel &ontoli foram
transferidas para TSB (Oxoid), incubadas a 37 °C por 24 h, e submetidas a extracao de
DNA utilizando-se o kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega Corp., Madison,

WI, EUA), e submetidos a reacbes de PCR convencionais para identificacdo de
diferentes genes relacionados a patogenicidstak,; st2, uidA, eadd, ehA (Feng &
Monday, 2000). Para cada gene, reacfes de PCR e @am compostas por 12,5 uL

of GoTag Green Master Mix (Promega), @5 de agua ultra pura (Promegajpllde

cada um dos primers para cada gene (a 5 pinolWabela 2), e 4L de DNA. As
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condi¢cbes de amplificacao foram: desnaturacao por 3 min a 95°C, 25 ciclos de 1 min a
94°C; 1 min a 56°C e 1 min a 72°C, e extenséo final de 7 min a 72°C. Os produtos de
PCR obtidos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% (m/v), corados
em banho de GelRed (Biotium Inc., Hayward, CA, EUA), e visualizados em

transiluminador. A presenca de produtos de PCR com diferentes tamanhos indicou a

presenca dos diferentes genes pesquisados (Tgbela 2

2.3. Enumeracao de micro-organismos indicadores de higiene

Todos os homogenados obtidos foram submetidos a diluicdes seriadas decimais
com NaCl 0,85% (m/v). Para cada amostra, duas diluicbes foram selecionadas e
semeadas em Pditm™ AC (3M Microbiology) para enumeragdo de aerdbios
mesofilos, Petrifilm™ EB (3M Microbiology) para enumeragdo de enterobactérias, ¢
Petrifilm™ EC (3M Microbiology) para enumeragdo de coliformes ¢ E. coli. Todas as
placas foram incubadas a 35 °C pore48 h, quando as colbnias tipicas formadas
foram enumerada®s resultados finais foram expressos em unidades formadoras de
colonias por cm? (UFC/cm?).

As contagens obtidas foram convertidas emglog comparadas por analise de
variancia (ANOVA) e teste Tukey (p < 0.05) para verificacdo de diferencas
significativas entre os frigorificos analisados e etapas do abate e processamento de carne
bovina. Todas as analises foram realizadas com auxilio do software XLStat (AddinSoft,

New York, NY, EUA).

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando a pesquisa #e coli patogénica nas amostras coletadas, 1.366

isolados foram obtidos e submetidos a analises bioquimicas complementares para
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identificacdo de perfis compativeis com essa espécie. Desse total, 563 isolados
apresentaram caracteristicas bioquimicas compativeiskcaroli, sendo submetidos a
testes de PCR para identificagdo de genes de patogenicidade. Dois isolados
apresentaram o gerstxl e um isolado o geneidA, sendo obtidos de diferentes
amostras e em dois frigorificos. Em Fr01, uma amostra de carcaga ap0s a sangria foi
positiva paraE. coli com o genestxl, e uma amostra de carcaca apds evisceracdo e
separacao das meias carcacas foi positivafpacali com o genalidA. Em Fr02, uma
amostra de carcaca apds evisceracao e separacao das meias carcacas fpopaBitiva

coli com o genestxl. Embora a ocorréncia de cepas patogénicas. dmli ter sido
considerada baixa, os dados obtidos demonstram que o couro dos animais e a
evisceracdo podem ser importantes pontos de contaminacdo desses patégenos em
frigorificos (Penney et al., 2007).

A baixa ocorréncia de cepas patogénicasEdeoli em ambiente de abate de
bovinos j& foi observada em estudos similares, em diferentes paises. Em estudo
realizado na Franca, Guyon et al. (2001) identificaram apenas uma entre 255 amostras
de carcacas bovinas como positiva pBracoli O157:H7; entretanto, nenhum dos
isolados deE. coli obtidos apresentaram o gesixl. McEvoy et al. (2004) relataram
uma ocorréncia de 3,2% @e coli O157:H7 em carcacas bovinas, resultado similar ao
encontrado por Carney et al. (2006) em um frigorifico localizado na Irlanda. O gene
uidA é associagl a producdo de B-glucuronidase, e o protocolo utilizado no presente
estudo detecta uma mutacdo desse gene que é somente encontrada emkcepas de
0157:H7 (Feng & Monday, 2000). Arthur et al. (2002) descreveram a ocorréncia de
8.3% de amostras de carcagas bovinas positivas far&ai com o genestxl/stX2 e
nao-0157:H7. Rogerie et al. (2001) também reportaram baixa prevaléncia (1,E%) de
coli positivas paratxl/stX2 em carcacas bovinas, similar ao resultado encontrado por

Leung et al. (2001) em Hong Kong. No Brasil, Rigobelo et al. (2006) encontram apenas
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uma entre 80 amostras de carcacas bovinas com resultado positi& paliecom o
genestX2. Os genestxl e stX2 sdo responsaveis pela producdo das toxinas Stx1 e Stx2,
respectivamente. Estas toxinas sdo as mais usualmente associadas a patologia em
humanos e consideradas as toxinas mais relevantes em cepas patogéRicaslide

(Feng & Monday, 2000).

Embora nédo tenha sido identificada henhuma amostra com resultado positivo para
E. coli com eaéd ou ehxA, esses genes Sao responsaveis por importantes fatores de
patogenicidade dessa espécie. O ga® é considerado um fator de viruléncia por ser
responsavel pela producdo da intimina, que é uma proteina essencial para a adesao
celular nos enterdcitos (Guyon et al., 2001). O gdné € responsavel por codificar
uma toxina conhecida com entero-hemolisina, cuja 0s mecanismos de patogenicidade
ainda nao foram totalmente esclarecidos (Rogers et al., 2009).

Apesar da baixa ocorréncia de cepas patogénicak. deoli, foi verificada
diferentes niveis de contaminacdo por microrganismos indicadores de higiene nas
mesmas amostras (Figuras 2 e 3, Tabelas)3Naé diferentes etapas do abate (Figura
2 e Tabela 3), pode ser verificado de maneira geral que as contagens dos diferentes
grupos microbianos avaliados foram estatisticamente superiores no inicio dos processos
(etapa I: ap0s a sangria) (Figura 2). Em relacdo a aerobios mesofilos foi verificado um
aumento das contagens entre as etapas de remocé&o do couro (etapa Il) e a evisceragao ¢
divisdo das meias carcacas (etapa Ill) (Figura 2). Porém, a variacado dasrouoiag
aerdbios mesofilos ao longo do processo de abate variou entre os diferentes frigorificos
(Tabela 3). Enterobactérias apresentaram aumento das contagens em Fr02 e Fr03 apos a
lavagem final (etapa IV) (Tabela 3). ColiformesEe coli apresentaram um mesmo
padrdo de contagens, com reducao significativa a partir da etapa de remoc¢ao do couro

(etapa Il) nos trés frigorificos analisados (Tabela 3).
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Outros estudos demonstraram a relevancia do couro dos animais como
importantes fontes de contaminagdo por micro-organismos indicadores de higiene
(Byrne et al., 2000Elder et al., 2000Serraino et al., 2012). No Reino Unido, McEvoy
et al. (2004) encontrou um padréo semelhante da distribuicdo da contaminag&o por
micro-organismos indicadores de higiene em diferentes etapas da linha de abate, e
também evidenciou que a remog¢do do couro promove uma reducdo consideravel na
contaminagdo, porém com um aumento apés evisceracdo e separacdo das metades de
carcaca. Na Irlanda, Tergney & Bolton (2006) analisaram ao longo de & maese
contaminagao por micro-organismos indicadores de higiene em 180 carcacas ao final do
processamento, quando evidenciaram que a remoc¢do do couro e a evisceracdo sao 0s
principais pontos criticos na linha de abate de bovinos.

Comparando os resultados obtidos nesse estudo com os valores exigidos pelo
Regulamento 2073 da Unido Europeia (European-Community, 2005), é possivel
identificar os niveis de contaminacdo das carcacas por aerobios mesofilos apresentaram-
se dentro dos limites aceitaveis (3.5 a 5.0 log UFC/cm?) (Figura 2, Tabela 3). Em
relacdo a enterobactérias, cuja contaminacdo também é regulamentada pela legislacédo
europeia, as carcacas apresentaram contaminagdo média entre o intervalo considerado
aceitavel (1.5 a 2.5 log UFC/cm?) (Figura 2, Tabela 3). Embora tenham sido observadas
variacbes nas contagens dos micro-organismos indicadores de higiene nas carcacas
bovinas ao longo da linha de abate, os niveis finais de contaminacdo nao foram
superiores a limites referenciais usualmente utilizados para o controle de qualidade
(European-Community, 2005), indicando procedimentos higiénicos adequados durante
essas etapas. Essa observacdo pode ser confirmada pelas contagens meédias de
coliformes eE. coli nas carcacas ao final do processo de abate, que nédo foram

superiores a 2 log UFC/cm? (Gill, 1998).
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As amostras obtidas no ambiente de processamento de carne bovina em FrO1
apresentaram aumento das contagens dos micro-organismos indicadores de higiene
pesquisados entre as etapas avaliadas (antes e durante o processamento) (Tabela 4). C
aumento dessas contagens indica auséncia de higienizacdo constante de utensilios e
equipamentos utilizados no processamento de carne bovina, o que pode representar
focos de contaminacdo nesse local, assim como para os cortes carneos finais a serem
obtidos. Resultados similares foram observados por Barros et al. (2007b), que
identificaram diferentes utensilios e equipamentos no ambiente de processamento de
carne bovina como importantes fontes de contaminacdo por micro-organismos
indicadores de higiene.

As contagens de micro-organismos indicadores de higiene observadas nos cortes
carneos podem ser consideradas consequéncias da contaminacgdo verificada nas etapas
finais do abate e no ambiente de processamento de carne bovina (Figura 3). Embora as
contagens médias de aerdbios mesofilos e enterobactérias ndo tenham sido superiores a
5 log UFC/cmz, coliformes E. coli apresentaram contagens médias superiores a 2 log
UFC/cm?, indicando problemas higiénicos na manipulacdo e conservacado desses
produtos (Gill, 1998). Barros et al. (2007b) encontraram contagens médias de micro-
organismos indicadores de higiene abaixo das contagens observadas no presente estudo
(Figura 3). Embora tenham sido observadas altas contagens médias de colifermes e
coli nos cortes carneos, € importante destacar a auséncia de cepas patogEnicals de
nessas amostras.

Os dados obtidos permitem concluir quigequéncia de cepas patogénicagde
coli em carcagas bovinas, ambiente de processamento de carne bovina e cortes carneos
pode ser considerada baixa. Embora tenham sido identificadas variacées nos niveis de
contaminacgao por micro-organismos indicadores de higiene durante as diferentes etapas

do abate, apos a lavagem final as carcacas apresentaram contagens consideradas
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aceitaveis. Porém, as variagbes significativas nas contagens no ambiente de
processamento de carne bovina determinaram altas contagens de colif&medie
nos cortes carneos embalados, indicando falhas higiénicas na manipulacdo e

conservagao desses produtos.
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Tabela 1. NUmeros de amostras superficiais obtidas em diferentes locais e etapas do abate de

bovinos e processamento de carne bovina em trés frigorificos localizados no estado de Minas

Gerais, Brasil.
ambiente amostra etapa* frigorifico total
Frol Fr02 Fr03
abate carcaca I 69 70 70 209
carcaca Il 69 70 70 209
carcaca Il 69 70 70 209
carcaca v 69 70 70 209
processamento mesa antes 39 - - 39
durante 39 - - 39
faca antes 13 - - 13
durante 13 - - 13
maos antes 37 - - 37
durante 37 - - 37
alcatra 32 - - 32
paleta 32 - - 32
filé mignon 30 - - 30

* etapas do abate: |) apds sangria, Il) apds remocao do couro, Ill) apos evisceracéo dalivisa
carcaca, 1V) apés lavagem final. Etapas do processamento: para todas asaasstiketas

foram realizadas antes do inicio das atividades, e durante a execucdo das atividades de
manipulacdo e processamento das carcagas.

49



Tabela 2. Genes alvo, tamanhos dos produtos de amplificacéo, primers e suas sequencias
utilizados na detecgéo do potencial patogénico de isoladésctierichia coliobtidos de
carcacas bovinas, ambiente de processamento de carne bovina, e cortes carneos embalados.

gene produtos primer Sequencia referéncia

stxlL  348bp LP30 CAGTTAATGTGGTGGCGAAGG Cebula et al. (1995)
LP31 CACCAGACAATGTAACCGCTG
stx2  584bp LP43 ATCCTATTCCCGGGAGTTTACG Cehula et al. (1995)
LP44 GCGTCATCGTATACACAGGAGC
uidA  252bp PT-2 GCGAAAACTGTGGAATTGGG  Cebula et al. (1995)
PT-3 TGATGCTCCATCACTTCCTG
eaeA 397bp AE22 ATTACCATCCACACAGACGGT Fratamico & Strobaugh (1998
AE20-2 ACAGCGTGGTTGGATCAACCT
ehxA 158bp MFS1Fb GTTTATTCTGGGGCAGGCTC  Feng et al. (2000)
MFS1R CTTCACGTCACCATACATAT
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Tabela 3. Médias de contagens de aerdbios mesdfilos, enterobactérias, colifésttesriehia colem diferentes etapas do abate de bovinos em trés frigorificos
localizados no estado de Minas Gerais, Brasil.

grupo microbiano etapa do abate*  Frigorifico ANOVA
Fro1 Fr02 Fro3

aerobios mesofils | 49+1.0" 3.9+0.8° 4.7+09" Fo10m=22.3, p < 0.001
I 2.8+0.8" 28+1.0% 3.0+0.8" Fi2141= 0.8, p = 0.430
Il 3.6+1.6" 3.1+1.P"8 3.0+1.6° F139= 3.1, p = 0.049
\Y, 3.1+09°%A 3.6+1.0" 36+1.P4 Fei6n= 2.8, p = 0.062
ANOVA F(3’181): 35.5, p< 0.0001 F(3’217): 13.8, p< 0.0001 F(3'234): 47.8, p< 0.0001

enterobactérias | 3.9+1.4" 28+1.7"° 3.3+0.9"° Fe171= 19.8, p < 0.001
I 21124 2.1+0.94 1.5+0.9" Fo2= 3.5, p = 0.033
1] 23144 2.1+0.8% 1.8+1.6" Fo12n= 2.7, p = 0.069
\Y, 2.0+1.6% 2.4 +1.6°A 2.3+0.9" F1ss= 1.6, p = 0.201
ANOVA F(3,157): 24.4, p< 0.0001 F(3V17g): 5.1, p= 0.002 F(3'212): 37.9, p< 0.0001

coliformes | 3.6+1.8" 2.8+1.6° 3.2+1.6"8 F.157= 6.6, p = 0.002
I 19+1.p4 1.8+1.0" 1.4+0.7" Fe76=2.0, p = 0.146
I 23+1.3% 1.9+0.8% 1.7 +1.0°4 Fo103=2.7, p = 0.072
v 1.8+0.9" 21+0.9" 20+1.p% F138= 0.9, p = 0.400
ANOVA F(3'131): 16.9, p< 0.0001 F(3,159): 9.7, p< 0.0001 F(3,184): 29.0, p< 0.0001

Escherichia coli | 3.5+ 1.4" 2.6+1.06° 3.0+1.6° F2152= 6.6, p = 0.002
Il 2.0+0.9% 1.9+0.8% 1.3+0.7° Foe3= 4.2, p=0.019
i 21+1.34 1.7+0.8% 1.6 +0.94 Fo79= 1.4, p = 0.254
\Y, 1.6 +0.74 1.5+0.6% 1.8+1.24 Fesy=1.2,p=0.312
ANOVA Fiai1g=18.1, p<0.0001 Fgi14=11.7,p <0.0001  F3145= 22.7, p < 0.0001

* etapas do abate: 1) ap0s sangria, 1) apos remogéao do couro, lll) apds evisceracédo e divisdo de capasdaveayem final. Médias acompanhadas de letras
mailsculas distintas numa mesma linha sao significantemente diferentes (p < 0.05); médias acompdginasiasidésculas distintas numa mesma coluna (por
grupo microbiano) séo significantemente diferentes (p < 0.05).
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Tabela 4. Médias de contagens de aerébios mesofilos, enterobactérias, coliféstigariehia colem utensilios e ambiente de processamento de carne bovina,
antes e durante a execucdao de atividades de manipulacédo e processamento em um frigorifido loza@&tado de Minas Gerais, Brasil

amostra etapa aerébios mesdfilos enterobactérias coliformes Escherichia coli
faca antes 24+1.4 26+1.1 2.1+£0.6 -
durante 43+16 40+1.3 3.1+17 3.0+£13
ANOVA Fu20= 8.5, p = 0.009 Fu13= 3.835, p = 0.072 Fui3= 1.1, p = 0.306 -
mesa antes 26+1.2 2.7x£0.7 1.7+0.6 1.5+07
durante 49+14 3.8+1.3 34+£13 3.1+£1.2
ANOVA F(1’37)= 243, p< 0.0001 F(1’27)= 30, p= 0.093 F(l,zg): 96, p= 0.004 F(lvlg)z 30, p= 0.098
mao antes 29+14 2.3%+14 2011 15+0.2
durante 48+1.2 3611 3.2+0.8 1.7+0.8
ANOVA F(1’56)= 31.7, p< 0.0001 F(1’43)= 12.1, P= 0.001 F(l’gg): 16.8, p= 0.0 F(1'17)= 3.9, p= 0.064
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Figura 1. Localizac&o dos pontos de coleta de amostras superficiais em carcacas bovinas
(quadrados com linhas pontilhadas) na calha de sangria e apds esfola (A, representando a
carcaca inteira, de ambos os lados), e apds evisceracdo/separacao das carcagas e lavagem (B,

representando uma meia carcaca, no lado externo e interno).
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Figura 2. Médias de contagens de aerdbios mesofilos (A), enterobactérias (B), coliformes (C), e
Escherichia col(D) em carcagas bovinas amostradas em diferentes etapas do abate (I: apés
sangria, Il: apds remocéao do couro, Ill) apds evisceragdo e separagdo de meias carcacgas, e 1V)
apos lavagem final). Em cada gréafico, médias acompanhadas de letras distintas sao

significantemente diferentes (p < 0.05).

54



Mean counts (coloniy forming units per cm?)
w

mesophilic aerobes Enterobacteriaceae coliforms E. coli

Microbiologial group

Figura 3. Médias de contagens de aerébios mesofilos, enterobactérias, colifasuleerEhia
coli em cortes carneos embalados obtidos em um frigorifico localizado no estado de Minas

Gerais, Brasil.
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