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Investigacdo de Salmonella spp. e microrganismos indicadores em carcacas
bovinas durante o processamento em abatedouro — frigorifico
Autor: Fabiana Fernanda Pacheco da Silva

Orientador: Prof. Dr. Eduardo Cesar Tondo

RESUMO

O Brasil é lider mundial em exportacdo de carne bovina. A qualidade e a
seguranca dos produtos carneos sdo essenciais para permanecer como exportador
no competitivo mercado internacional. Atualmente, critérios microbiol6gicos sao
usados para avaliar produtos carneos, e Salmonella tem sido usada como um
importante indicador da seguranca dos alimentos por diversos paises. No presente
estudo, um total de 120 carcagas foram analisadas em trés diferentes pontos do
processo de abate em um abatedouro-frigorifico exportador localizado no sul do
Brasil. Os resultados demonstraram que quatro carcagas (3,3%) foram positivas para
Salmonella. Todas as amostras positivas foram coletadas do couro depois da
sangria (Primeiro ponto de coleta — P1), e Salmonella ndo foi encontrada nas
amostras coletadas ap0s a retirada do couro (Segundo ponto de coleta — P2) e antes
do ultimo toalete (Terceiro ponto de coleta — P3). Seis isolados foram obtidos e
classificados em trés sorovares diferentes; S. Newport (n=3), S. Saintpaul (n=2) e S.
Anatum (n=1). As cepas de Salmonella também foram analisadas quanto a
susceptibilidade antimicrobiana, usando 15 antimicrobianos recomendados pelo
CLSI. Nenhuma cepa apresentou resisténcia a qualquer um dos antimicrobianos
testados. Além da investigacdo de Salmonella, a contagem de Escherichia coli foi
realizada em todos os trés pontos do processo. O ponto mais contaminado foi o
primeiro (couro) que apresentou contagens variando de 0,31 a 5,07 log UFC/100
cm2. O segundo e o terceiro ponto apresentaram contagens variando de N. D (nédo
detectado) a 2,42 log UFC/100 cm2 e N. D a 2,10 log UFC/100 cmz, respectivamente.
Uma reducdo significativa da contagem de E. coli foi observada entre o primeiro e o0s
outros demais pontos. Os resultados indicaram que o risco de contaminagdo das
carcacas ainda existe principalmente do couro. A implementacdo de Boas Praticas
de Fabricagdo e dos principios do APPCC sdo importantes ferramentas para

prevenir a contaminag&o microbiana em carcagas.

Palavras-chave: Salmonella, susceptibilidade antimicrobiana, Escherichia coli



Investigation of Salmonella spp. and indicators microorganisms in beef
carcasses during the process in slaughterhouse
Author: Fabiana Fernanda Pacheco da Silva
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ABSTRACT

Brazil is the leading exporter of beef worldwide. The quality and safety of the
meat products are essential to remain as an exporter in the very competitive
international market. Currently, microbiological criteria are used to evaluate meat
products, and Salmonella has been used as an important food safety indicator in
many countries. In the present study, a total of 120 carcasses were analyzed in three
different steps of the slaughter process in an exporter slaughterhouse located in
southern Brazil. The results demonstrated that four carcasses (3.3%) were positive
for Salmonella. All the positive samples were collected on the hides after the
bleeding (First collection step — P1), and Salmonella was not found in the samples
collected after the removal of the hides (Second collection step — P2) and before the
last toilet (Third collection step — P3). Six isolates were obtained and were classified
in three different serovars, i. e. S. Newport (n=3), S. Saintpaul (n=2) and S. Anatum
(n=1). The Salmonella strains were also examined for antimicrobial susceptibility
using 15 drugs recommended for CLSI. None strains exhibited resistance to any of
the antimicrobials tested. In addition to the Salmonella investigation, Escherichia coli
counts were carried out in the three processing points. The most contaminated point
was the first (hide) that showed counts ranged from 0.31 to 5.07 log CFU/100 cm?.
The second and the third points demonstrated counts ranged from N.D (not detected)
to 2.42 log CFU/100 cm2 and N.D to 2.10 log CFU/100 cmz, respectively. A significant
reduction of the E. coli counts was observed among the first and the other points.
Results indicated that the risk of contamination of the carcasses still exists, mainly
from the hides. The implementation of Good Manufacturing Practices and HACCP

principles are important to avoid microbial contamination.

Keywords: Salmonella, antimicrobial susceptibility, Escherichia coli
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1.1 INTRODUCAO

De acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos da
América, o Brasil € o lider em exportacdes de carne bovina no mundo (USDA, 2009).
A pecuéria de corte e a exportagdo de carne bovina sdo muito importantes para o
agronegocio brasileiro. Devido a sua importancia no mercado nacional e
internacional, a qualidade da carne bovina brasileira deve atender rigorosas
exigéncias para ser comercializada no Brasil ou em outros paises, sendo que uma
das exigéncias mais importantes é a qualidade microbiolégica dos produtos. No caso
de Salmonella, tanto o mercado nacional quanto a maioria dos paises importadores
exige a auséncia deste microrganismo nos produtos carneos bovinos.

O Acordo de Medidas Sanitarias e Fitossanitarias da Organizacdo Mundial de
Comércio (OMC) estabelece que, em relagdo ao controle dos perigos
microbioldgicos em alimentos, a Analise de Risco (Risk Assessment) é a ferramenta
indicada para proteger a saude dos consumidores e garantir praticas equitativas no
comércio nacional e internacional.

Neste projeto foi investigada a ocorréncia de Salmonella spp. e
microrganismos indicadores da qualidade higiénico - sanitaria em carcacas bovinas,
durante as etapas de processamento, em um abatedouro-frigorifico exportador,
localizado no Sul do Brasil. Os dados obtidos nessa investigagéo fardo parte de uma
Andlise de Risco para carne bovina brasileira a ser realizada em conjunto com
outros laboratérios do pais e o Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento
(MAPA). Os experimentos foram direcionados para a avaliagdo da presenca e para a
enumeracdo da Salmonella spp., em diferentes pontos do processo de abate de
bovinos, objetivando identificar os sorovares prevalentes e os perfis de resisténcia
aos antimicrobianos dos microrganismos isolados. Além disso, a enumeracdo de
microrganismos indicadores da qualidade higiénico — sanitaria (Escherichia coli) foi
realizada para verificar o nivel de contaminacdo das carcagas e o controle de

processo no abatedouro — frigorifico.
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1.2 OBJETIVO GERAL

Investigar Salmonella spp. e microrganismos indicadores em carcagas

bovinas durante o processamento em abatedouro-frigorifico exportador.

1.2.1 Objetivos especificos

o Isolar e identificar os sorovares de Salmonella spp. presentes em carcacas
bovinas em um abatedouro - frigorifico, no RS;

o Quantificar Salmonella spp. e microrganismos indicadores de qualidade
higiénico — sanitaria (Escherichia coli) em carcagas bovinas durante o processo de
abate dos animais;

o Investigar a resisténcia aos antimicrobianos dos isolados de Salmonella sp.;

o Avaliar as possiveis correlacdes entre a presenca e quantificacdo de
Salmonella e microrganismos indicadores da qualidade higiénico — sanitaria nos

pontos amostrados;
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1.3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.3.1 Caracteristicas gerais de Salmonella e salmonelose

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e compreende
bastonetes Gram negativos, predominantemente moveis devido & presenca de
flagelos peritriquios, anaerdbios facultativos. Produz acido e gas, a partir da
fermentacé@o de D - glicose e outros carboidratos, porém geralmente ndo fermentam
a lactose. Séo indol negativos, oxidase negativos, catalase positivos e produzem gas
sulfidrico (FRANCO, B. D. G. de M.; LANDGRAF, M., 2003).

A temperatura 6tima para crescimento é 37° C, porém desenvolvem-se numa
faixa de crescimento de 7° C a 45° C, sdo resistentes a dessecacdo e ao
congelamento, possuindo a capacidade de sobreviver no ambiente por anos
(WILCOCK, B. P.; SCHWARTZ, K. J., 1993). No entanto, sdo sensiveis a luz solar e
a maioria dos desinfetantes como fendis, compostos clorados e iodados
(SOBESTIANSKY, J. etal., 1999).

O crescimento de Salmonella spp. ocorre em um pH 6timo entre 6,5 e 7,5,
admitindo uma variagédo entre 4,5 e 9,0. Valores inferiores a 4,1 podem inativar e
destruir a Salmonella spp. (TORTORA, G. J.; FUNKE, B. R.; CASE, C. L.,2005).

Atualmente, o género Salmonella spp. € composto por 2.610 sorovares,
baseados em reacdes bioquimicas e sorologicas (GUIBOURDENCHE, M.
ROGGENTIN, P.; MIKOLEIT, M.; FIELDS, P. I.; BOCKEMUHL, J.; GRIMONT, P. A.
D.; WEIL, F.-X., 2010). A maioria dos sorovares ndo é adaptada a um unico
hospedeiro, podendo causar doengas tanto no homem como em animais (JAY, J.
M., 2005). No entanto, apenas um pequeno numero dentre estes sorovares estao
freqUentemente associados a doenga, como Typhimurium e Enteritidis. Estes podem
causar infecgbes intestinais de severidade variada, estando envolvidos nos casos
classicos de toxinfec¢des alimentares (JAY, J. M., 2005).

Salmonella spp. € uma das principais causas de doencgas transmitidas por
alimentos (DTA) no mundo e pode causar enterocolite (salmonelose), febre tiféide e
septicemia (ARSLAN, S.; EYI, A., 2010).

A transmisséo de Salmonella spp. ao homem pode ocorrer pelo contato direto

com animais, tanto nas granjas quanto nos frigorificos, mas principalmente devido a
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ingestdo de alimentos contaminados. Embora muitos produtos possam estar
contaminados por Salmonella spp., os produtos de origem animal sdo os mais
frequentemente contaminados e, a ingestdo deste tipo de produto contaminado é
uma das formas mais comuns de infeccdo por Salmonella spp. (JAY, J. M., 2005), o
gue pode resultar em toxinfecgdes alimentares.

Em humanos, os sintomas iniciais da doenca ocorrem de 8 a 24 horas apos a
ingestdo do alimento contaminado, embora periodos mais curtos e longos ja tenham
sido relatados. Os sintomas consistem em nauseas, vomitos, dores abdominais, dor
de cabeca, calafrios e diarréia. Esses sintomas sdo, geralmente, acompanhados por
fraqueza, fadiga muscular, febre moderada, nervosismo e sonoléncia, 0s quais
persistem por 2 a 3 dias (JAY, J. M., 2005). Durante a salmonelose aguda, as fezes
podem conter um bilhdo de células de Salmonella por grama. Alguns sorovares de
Salmonella, como a S. Typhi, podem penetrar no intestino e ganhar acesso a
corrente sanguinea, causando bacteremia (ATLAS, R. M., 1997), entretanto as
infecgbes apresentam maior tendéncia de permanecerem localizadas.

O risco de desenvolver salmonelose pelo consumo de alimento é influenciado
por diversos fatores, como por exemplo: a presenca e a quantidade de Salmonella
spp. no alimento, a composi¢ao do produto, a manipulagdo e as praticas no preparo
do alimento, a suscetibilidade dos consumidores primarios, entre outros
(WEGENER, H. C.; BAGER, F., 1997).

Dependendo do sorovar e do alimento, a dose infectante em pessoas
saudaveis pode variar de menos de 10° unidades formadoras de coldnia (UFC) no
caso de sorovares adaptados ao homem, até 10’UFC para sorovares ndo adaptados
ao homem. Em alimentos com elevado teor de gordura e proteinas, a dose
infectante pode ser menor devido a protecdo das células contra o suco gastrico
(VARNAM, A. H., 1991).

Doencas transmitidas por alimentos (DTA) causadas por Salmonella séo
consideradas um grande problema para a saude publica. No Brasil, um notavel
aumento na incidéncia de S. Enteritidis em toxinfec¢des alimentares em humanos
vem sendo registrado nos ultimos anos. (FUZIHARA,T. O; FERNANDES, S. A
FRANCO, B. D. G. de M., 2000; SANTOS, D. M. S. et al., 2000).

A ocorréncia de S. Enteritidis, no Estado de Séo Paulo, tem aumentado

acentuadamente desde 1994, sendo este sorovar 0 mais frequiente responsavel por
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surtos de toxinfec¢Bes alimentares e casos esporadicos de doencgas gastrintestinais
em humanos. Também tem sido observado um aumento de S. Enteritidis isolada em
hemoculturas, principalmente em criangas e pacientes com imudeficiéncia
(TAVECHIO, A.T. et al., 1996). Este sorovar de Salmonella, S. Enteritidis, tem sido
reconhecido como a maior causa de salmonelose em todo o mundo (AGRON, P.G.
et al., 2001).

A Vigilancia Sanitaria do RS aponta Salmonella sp. como o agente etiolégico
responsavel pelo maior numero de casos de DTA. Surtos de salmonelose atingiram
47,4% (334 surtos) do total de 1037 surtos investigados no ano de 2000
(RELATORIOS ANUAIS, SES/DVS/RS, 2000).

No RS, no periodo entre 2000 e 2001, os surtos de salmonelose investigados
demonstraram que a populacdo envolvida foi de 14.253 pessoas expostas, das
qguais 3.400 ficaram doentes, 1.938 foram hospitalizadas e 2 pessoas morreram.
Entre os doentes, a faixa etaria mais frequentemente envolvida foi entre 20 e 49
anos, e a incidéncia em homens e mulheres foi praticamente a mesma. Os casos
ocorreram principalmente entre a primavera e o inicio do verdo. Os locais mais
frequentes de ocorréncia dos surtos foram residéncias (61,5%) e estabelecimentos
comerciais (13,7%). O principal alimento envolvido foi salada de batata com
maionese caseira (48,1%), seguida de carne e produtos carneos (22,6%). As
principais causas associadas a ocorréncia dos surtos foi o uso de matéria-prima sem
inspegdo (34,1%) (especialmente ovos) e abuso de tempo e temperatura
(temperatura ambiente por mais de 2 horas) (20,3%) (SILVEIRA, J. B.; TONDO,
E.C., 2006).Também no RS, Costalunga e Tondo (2002) relataram que nos surtos
alimentares investigados no periodo de 1997 a 1999, a “maionese caseira” foi o
alimento mais envolvido nesses surtos (42,45%).

Outros estudos investigando cepas de Salmonella spp do RS reportaram
informagBes muito importantes sobre este patégeno. Geimba et al. (2004)
mostraram que mais de 97% das salmoneloses ocorridas no RS, durante o periodo
de 1999 a 2002, foram causadas por S. Enteritidis. Utilizando o perfil de resisténcia
antimicrobiana das cepas de S. Enteritidis concluiu-se que a maioria dos surtos
foram causados por um grupo clonal especifico de S. Enteritidis (SE 86) (GEIMBA,
M. P. et al., 2005). Em sequéncia a esses estudos, Oliveira et al. (2007) usaram

métodos moleculares para comparar cepas de S. Enteritidis isoladas de
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coproculturas de vitimas de salmonelose com cepas de S. Enteritidis isoladas de
alimentos envolvidos em surtos alimentares ocorridos no RS durante o periodo de
1999 a 2006, e observou que o mesmo grupo clonal (SE 86) foi envolvido na maioria
dos surtos. De Paula et al. (2005) avaliaram a inativagdo de S. Enteritidis por
métodos de cozimento e fritura de ovos comumente usados em residéncias no RS.
Os resultados mostraram que, quando ovos com casca contaminados foram
colocados em agua e lentamente cozidos, Salmonella foi completamente inativada
depois de 1 min de fervura. Contudo, em ovos colocados diretamente em agua
fervente, a populacéo foi eliminada apenas ap6s 3 min. Em ovos fritos, a redugéo da
populacdo foi observada apods fritura de 1,5; 2,0 e 2,5 min. Mesmo que a
solidificacdo da gema tenha sido apontada como um indicador da eliminacdo da S.
Enteritidis na gema do ovo, uma atengdo deve ser dada aos procedimentos de
fritura, pois niveis consideravelmente elevados desse microrganismo podem ser
recuperados mesmo a partir de gemas parcialmente solidificadas.

A salmonelose, freqiientemente, é causada pelo consumo de carne (JAY, J.
M., 2005). No RS, a carne bovina foi o 3° alimento mais envolvido em surtos
alimentares no ano de 2000 (RELATORIOS ANUAIS, SES/DVS/RS, 2000).

1.3.2 Salmonella em carne bovina

Diversos estudos demonstraram a presenca de Salmonella na carne bovina.
Um estudo sobre a qualidade da carcaca e da carne desossada produzida na
Austrdlia foi conduzido durante o periodo de junho a novembro de 1998. As
amostras de carcagas e carnes desossadas (n=1.275) foram coletadas de
estabelecimentos exportadores e estabelecimentos que forneciam carne para o
mercado interno. Salmonella foi detectada em 0,2% das carcagas e em 0,1% das
carnes desossadas. Nao foi encontrada diferenca significativa na prevaléncia de
Salmonella entre os tipos de estabelecimentos (PHILLIPS, D.; SUMMER, J;
ALEXANDER, J. F.; DUTTON, K. M., 2001).

O Sistema de Inspecao de Carne dos Estados Unidos realizou um estudo em
sete abatedouros-frigorificos para verificar a ocorréncia de Salmonella spp. em
carcagas bovinas. As amostras foram coletadas antes da evisceragdo dos animais,

depois da lavagem da carcaca e apds 24 h de refrigeracdo, em trés locais diferentes
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da carcaca de novilhos (peito, flanco e posterior). Os resultados demonstraram que
o percentual de ocorréncia de Salmonella no peito, no flanco e no posterior foi,
respectivamente, de 0,8 *1,7; 0; 2,5 *5,0 na estacéo Umida e de 0,8 *1,7; 0; 0 para a
estacdo seca; a ocorréncia em animais adultos foi de 4,4 +2,0; 2,2 ~3,9; 1,1*+1,9
para a estagdo Umida e 2.2 =3.9; 1.1 =1.9 e 0 para a estacido seca (SOFOS, J. N.;
KOCHEVAR, S. L.; REAGAN, J. O.; SMITH, G. C., 1999).

Madden et al. (2001) realizaram um trabalho na Irlanda do Norte com 200
carcacas de bovinos para verificar a prevaléncia de Salmonella, sendo encontrada
apenas trés amostras positivas, duas do sorovar Mbandaka e uma do sorovar
Thompson.

Em oito inddstrias embaladoras de carnes, nos Estados Unidos, foi
encontrada uma prevaléncia de 15,4% de Salmonella spp. (49 de 319) no couro
bovino, reduzindo-se para 1,3% (4 de 320) apl6s os procedimentos de
descontaminacdo. (BACON, R. T; SOFOS, J. N; BELK, K. E; HYATT, D. R; SMITH,
G. C.,2002).

Sorensen et al. (2002) analisaram amostras de fezes e carne de bovinos
abatidos no Canada. Das 1.002 amostras de carne moida analisadas, 13 (1,3%)
foram positivas para Salmonella spp, encontrando-se os sorovares S. Anatum, S.
Heidelberg, S. Montevideo, S. Typhimurium, S. Typhimurium var. Copenhagen e S.
Rough-O:i:1,2. O sorovar S. Typhimurium var. Copenhagen DT1 foi 0 mais comum
seguido pelo S. Typhimuruim, S. Heidelberg DT10. Estudos nos Estados Unidos
identificaram S. Anatum, S. Hadar, S. Muenster, S. Meleagridis, S. Typhimurium var.
Copenhagen como 0s sorovares mais comuns na carne bovina.

O Servico de Inspecéo dos EUA verificou a efetividade do sistema APPCC no
controle da contaminacdo da carne bovina por patdgenos. Foram analisados
estabelecimentos produtores de carne bovina muito pequenos, pequenos e grandes.
Os resultados de trés anos demonstraram que mais de 80% dos estabelecimentos
apresentaram o seguinte padrdo de prevaléncia de Salmonella: 2,7% em carne
bovina, 1,0% em carne de novilhos e 7,5% em carne moida (ROSE, B. E; HILL, W.
E; UMHOLTZ, R.; RANSOM, G. M.; JAMES, W. °, 2002).

Um estudo americano comparou a prevaléncia de Salmonella spp. em gado
criado em confinamento e a pasto. As amostras foram tanto do couro como das

carcagas dos animais, sendo coletadas em dois momentos: antes e depois do
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transporte dos animais até o abatedouro-frigorifico. A contaminacdo por Salmonella
no couro dos animais, de ambos os grupos, aumentou de 18 para 20% no grupo dos
animais confinados e de 50 para 56% nos animais criados a campo. As carcacas
apresentaram uma contaminacao de 19% (19) para os animais confinados e de 54%
(52) para os animais criados a campo (BEACH, J. C.; MURANO, E. A.; ACUFF, G.
R., 2002).

A prevaléncia de Salmonella spp. em ambientes de dois abatedouros em
Botsuana foi de 28% de 250 amostras e 23% de 300 amostras (MOTSOELA, C,;
COLLISON, E. K.; GASHE, B. A, 2002).

Brichta-Harhay et al. (2007) realizaram um estudo em abatedouros -
frigorificos nos Estados Unidos para verificar a eficacia dos métodos de deteccao e
enumeracdo de Salmonella, tanto em carcacas quanto em couro bovino. No estudo
foram avaliadas 1.520 carcagas e 3038 amostras de couro animal. As amostras
foram analisadas para a presenca de Salmonella por métodos de enriquecimento e
enumeracdo. Os resultados para a contagem média do patdgeno para a carcaca e
para o couro foram de 1,6 x 10° UFC/100 cm? e 8,0 x 10' UFC/100cm?,
respectivamente. Pelo método de detecgdo, a prevaléncia de Salmonella foi de
49,8% (757) para carcagas e de 89,6% (2721) para o couro dos animais.

A Unido Européia constatou que salmonelose foi a segunda mais importante
zoonose em 2005, com uma incidéncia de 38,2 casos por 100.000 habitantes.
Carnes e produtos carneos foram importantes fontes dessa contaminacado
(NORRUNG, B.; BUNCIC, S., 2008).

O Servico de Inspegdo Americano verificou que alguns fatores, como por
exemplo: tipo de produto, tamanho do estabelecimento produtor e ano da produgéo,
estdo associados com falhas na cadeia produtiva e a possivel contaminagdo dos
produtos por Salmonella spp. Produtos com manipulagdo excessiva,
estabelecimentos de pequeno porte e outros fatores sdo responsaveis pela
contaminacgdo de alguns produtos com Salmonella. Esse estudo demonstrou que a
implantacdo de BPF e APPCC séo necessarios para reducdo deste patdgeno em

sistemas de produgé&o de alimentos de origem animal (NAUGLE, A.L. et al., 2006).
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1.3.3 Salmonella isolada de carne bovina e resisténcia a antimicrobianos

Zhao et al. (2000) isolaram cinco S. Typhimurium DT104 de amostras de
carne moida, sendo que todas as amostras foram resistentes a ampicilina,
estreptomicina, sulfametoxazol, ticarcilina e tetraciclina, e foram sensiveis ao
cloranfenicol.

Bacon et al. (2002) isolaram 53 amostras de Salmonella de couro e de
carcaga, obtendo as seguintes resisténcias: 45,3% a amoxicilina/acido clavulanico;
32,1% a tetraciclina; 32,1% a estreptomicina; 20,8% a sulfonamida; 15,1% a
ampicilina; 15,1% a ampicilina/sulbactam; 15,1% a cloranfenicol; 7,5% a gentamicina
e 3,8% a trimetoprim/sulfametoxazol. Nenhuma amostra foi resistente a ceftriazol,
ciprofloxacina, enrofloxacina e levofloxacina.

O perfil de resisténcia a antimicrobianos encontrado por Sorensen et al.
(2002), nos 15 isolados de Salmonella, foi que 8 isolados de carne moida foram
sensiveis a todos os antimicrobianos. Os isolados que apresentaram resisténcia
tenderam a ser resistentes a varios antimicrobianos. Os isolados de S. Anatum, S.
Heidelberg DT7, S. Montevideo e S. Typhimurium var. Copenhagen DT1 foram
sensiveis a todos os antimicrobianos testados. Os isolados S. Heidelberg DT10
foram resistentes a estreptomicinas e tetraciclinas. Duas cepas de S. Typhimurium
ndo DT104 isoladas foram resistentes a oito e nove antimicrobianos: ampicilina,
cefalotin, cloranfenicol, canamicina, estreptomicina, tetraciclina, ticarcilina e
trimetoprim/sulfametoxazol com ou sem resisténcia a sulfametaxozol,
respectivamente.

Em um estudo realizado por McEvoy et al. (2003), no periodo de junho de
1998 a maio de 1999, foram isoladas 18 cepas de S. Dublin de carcagas bovinas
sendo cinco dessas resistentes a estreptomicina.

As 286 amostras de Salmonella obtidas em um estudo realizado no Senegal
apresentaram um perfil de 62% de resistentes a nitrofuranos. Os padrbes de
resisténcia foram baixos para estreptomicina (22%), sulfametoxazol (15%),
espectinomicina (1%), cloranfenicol (1%) e tetraciclina (0,4%). Aproximadamente
16% das cepas foram multiresistentes a duas ou mais familias de antimicrobianos.
Nesse estudo encontrou-se 10 perfis de resisténcia a antimicrobianos (STEVENS, A.
et al., 2006).
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1.3.4 Escherichia coli em carcacas bovinas

Os coliformes termotolerantes sdo microrganismos indicadores da qualidade
higiénico-sanitéria de alimentos e agua. A andlise em alimentos de microrganismos
indicadores pode fornecer informagfes Uteis para prever a possibilidade de
contaminagédo por patdgenos. Em abatedouros — frigorificos de bovinos, a andlise de
microrganismos indicadores antes e apoés intervengdes feitas em carcacas pode ser
atil para verificar a eficacia dos processos utilizados para evitar a contaminagéo por
patdogenos. A andlise de microrganismos indicadores também pode fornecer
informacgdes Uteis na avaliagdo das condi¢des higiénicas do abatedouro — frigorifico.
O Servico de Inspecdo e Seguranca dos Alimentos dos EUA exige que cada
abatedouro — frigorifico bovino realize frequentemente, uma andlise quantitativa de
Escherichia coli biétipo | em carcacas e utilize os resultados dessa andlise para
orientar na manutengcdo das condi¢bes higiénicas durante o processo de abate
(RUBY, J. R. et al., 2009).

Em condicdes normais de processamento no abatedouro — frigorifico, a
remocédo do couro de animais saudaveis apresenta uma superficie de carcaca que é
considerada essencialmente estéril. Em pouco tempo, com o decorrer do
processamento, a carcaca se tornar4 contaminada, em diferentes graus, com
microrganismos. A fonte de maior contaminacdo microbiana é as fezes do couro e
dos pelos dos animais. A contaminacdo microbiana de carcacas é amplamente
atribuida a contaminacdo com fezes do couro, do pelo, ou ruptura do intestino. A
contaminagdo de carcagas com fezes pode ser visivel ou invisivel, mas em ambos
0S casos, sempre ha a presenca de bactérias. O trato intestinal é considerado o
principal reservatorio, e as fezes animais a principal forma de transmissao de
diversas bactérias entéricas patogénicas, incluindo Escherichia coli O157:H7 e
outras E. coli verotoxigénicas (SIRAGUSA, G. R. et al., 1998)

Sofos et al. (1999) encontraram uma correlacdo entre a prevaléncia de
Salmonella e a contagem de coliformes. Com 0 aumento na contagem de coliformes,
houve um aumento na possibilidade de isolamento do patdgeno, o que serviu como
indicador da presenca de Salmonella.

Philips et al. (2001) encontraram uma prevaléncia de 10,3% de Escherichia

coli em um total de 1.275 carcacgas bovinas.
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Atualmente, o Servigco de Inspecdo e Seguranga dos Alimentos Americano
requer uma rotina de determinacdo de contagem Escherichia coli como um critério
de controle dos processos e das operagfes em um Sistema de Andlises de Perigos
e Pontos Criticos de Controle (APPCC) (FSIS, 1996). Sendo que o MAPA,
atualmente, segundo a Circular n® 175 de 2005, estabelece para enumeracéo de E.
coli o valor maximo de 102 UFC/cm? em carcacas bovinas, sendo este 0 mesmo

padrdo que a legislacdo dos Estados Unidos adota para este microrganismo.



CAPITULO 2
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2.1 RESULTADOS

Os resultados do presente estudo séo apresentados na forma de um artigo
cientifico. O subtitulo deste capitulo corresponde ao artigo formatado de acordo com
as orientacdes do Journal of Food Protection, onde ele sera submetido para

publicacao.

2.1.1 Prevalence and Antimicrobial Resistance of Salmonella spp. Isolated

from Beef Carcasses in a Brazilian Exporter Slaughterhouse
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ABSTRACT

Brazil is the leading exporter of beef worldwide. The quality and safety of the meat
products are essential conditions to remain as an exporter in the very competitive international
market. Currently, microbiological criteria are used to evaluate meat products, and Salmonella
has been considered an important microorganism for many countries. In this study, a total of
120 carcasses were analyzed in three different steps of the process in an exporter
slaughterhouse of Southern Brazil. Beef carcasses were swab sampled and the samples were
analyzed for Salmonella by ISO recommended methods and for E. coli by Petrifilm®. The
Salmonella isolates were also examined for antimicrobial susceptibility using 15 drugs.
Results demonstrated that four carcasses (3.3%) were positive for Salmonella, and all these
samples were collected on the animal hides. Salmonella was not found in the samples
collected at the other slaughter line steps. Salmonella isolates (n=6) sampled were classified
in three different serovars: S. Newport (n=3), S. Saintpaul (n=2) and S. Anatum (n=1). None
Salmonella strains exhibited resistance to any of the antimicrobials tested. The most
contaminated point with E. coli was the first (animal hide) that showed counts ranging from
0.31 to 5.07 log CFU/100 cm?. A significant reduction of the E. coli counts was observed
among the first and the other two points. Results indicated that the risk of contamination of
the carcasses still exists, mainly from the hides, but the implementation of Good
Manufacturing Practices and HACCP principles are important to avoid microbial

contamination.
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Currently, according to United States Department of Agriculture, Brazil is the leading
exporter of beef in the world (18). Due to its importance in the international market, the
quality and safety standards of Brazilian beef have to meet well established international
requirements. Red meat has frequently been tested against the presence of Salmonella and
Escherichia coli counts, because these microorganisms have been used as food quality and
safety indicators in many countries, including the United States of America that established
the criteria of maximum 2.7% of Salmonella for cow and bull carcasses tested per set and,
required the quantitatively analysis carcasses at a specified frequency for Escherichia coli
biotype I and use results of this indicator bacteria analysis to guide the maintenance of
hygienic conditions during slaughter (19).

Salmonella spp. has been reported as the most important contaminant of food and the
leading bacterial agent responsible for outbreaks of foodborne diseases in several countries
(12). The transmission of Salmonella spp. to man, through the animal population, can occur
by direct contact with animals in both farms and in slaughterhouses. Most often salmonellosis
occurs after ingestion of contaminated animal products (11). In humans, initial symptoms of
salmonellosis are nausea and vomit occurring 8-24 hours after ingestion of contaminated food
and generally do not persist after the onset of diarrhea. The infections are more likely to
remain localized (11).

The European Union found that salmonellosis was the second most important zoonosis
in 2005, with an incidence of 38.2 cases per 100,000 population, and meat and meat products
are main sources of such contamination (15).

In Brazil, a remarkable increase in the incidence of foodborne salmonellosis caused by
Salmonella has been reported (10). Among the 6,349 foodborne outbreaks registered in Brazil
during 1999 to 2009, Salmonella was the most implicated bacterial agent, and was responsible

for almost 20.7% of the reported outbreaks (8). Corroborating these data, Surveillance Service
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of Rio Grande do Sul State (RS), Southernmost State of Brazil, has reported Salmonella as the
mainly causative agent of foodborne diseases, responsible for 47.4% (334 outbreaks) of the
total of 1037 outbreaks investigated in this State and beef products were the 3rd food most
involved in the outbreaks (2).

The increased use of antimicrobial agents in animal production and human medicine
as a means of preventing and treating diseases is a significant factor in the emergence of
antibiotic-resistant Salmonella. Therefore, resistant Salmonella developed as a result of
antibiotic use in animal production can be transferred to humans through the food chain, being
a problem to be considered. Contamination of food with antibiotic-resistant bacteria can be a
major threat to public health, causing community outbreaks of infectious diseases (3).

The aim of this study was to determine the occurrence and the antimicrobial
susceptibility of Salmonella spp. and the contamination of E. coli in beef carcasses during the

process in a Southern Brazilian exporter slaughterhouse.

MATERIALS AND METHODS

Sample collection. The samples were taken in an exporter slaughterhouse located in
RS State, regulated by the Brazilian Federal Inspection Service. The abattoir slaughtered
approximately 200 animals daily and the slaughter was done mainly in the morning. The
collections were previously scheduled and did not change the routine of the slaughterhouse.
The carcasses choosen to be sampled were the first processed in the slaughterhouse in each
collection day. The number of the carcasses and the origin of the animals sampled in each
collection day are showed in the Table 1. During the period of September 2009 to June 2010
thirteen samplings were carried out analyzing a total of 120 carcasses. The samples were swab
collected of the surface (hide and carcasses) in three different points of the process in the

slaughterhouse (Figure 1). The first collection point (P1) was the animal hide after bleeding
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but before hide opening and subsequent hide removal. The second collection point (P2) was
the carcass after the hide removal but before the evisceration. The last collection point (P3)
was the carcass after the division in half-carcass but before the last toilet.

Each carcass was sampled on four regions of 100 cm? of the brisket in each one of the
three different points. Plain cellulose washing-up sponges (5 x 7 cm; 0.2 cm thickness)
containing no antimicrobial additives were sterilized by autoclaving for 15 min to 1 atm and
used for the sampling. Just before sampling, each cellulose sponges was moistened with 10 ml
of sterile saline peptone solution (0.1% bacteriological peptone; 0.85% NaCl) and then placed
in a sterile plastic bag. The carcasses were sponge-swabbed by ten consecutive passes at each
of the four collecting places using one cellulose sponge to each sampling region. After the
sampling, the four cellulose sponges of each point were placed in the same plastic bag and
transported under refrigeration to the Food Microbiology Laboratory of Food Science and
Technology Institute (ICTA-UFRGS), within 2 h, to be analyzed.

Homogenization of the samples. After the arrival of cellulose sponges at the
Laboratory, each plastic bag containing the four sponges was added with 200 ml of saline
peptone solution. The plastic bag outside was repeatedly squeezed manually for 1 min and
further decimal dilutions were made with saline solution to carried out the E. coli counts.

Enumeration of Escherichia coli. The 3M™ Petrifilm™ E.coli/Coliform Count
Plates were used to enumerate E. coli. From each appropriate decimal dilution, 1 ml was
removed and then inoculated in a petrifilm plate. The incubation was made for 48 h at 37° C.
Blue colonies with gas bubbles were counted.

Isolation of Salmonella spp. An aliquot of 40 ml of the saline peptone solution was
centrifuged at 1000 G for 15 min and the sediment was used to investigate Salmonella spp.

presence.
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According to ISO 6579:2002 method, each sediment was incubated in buffered
peptone water (BPW; Oxoid) for 18 — 24 h at 37° C. Subsequently, 1 ml was transferred to 10
ml of Muller Kauffmann tetrathionate — novobiocin broth (MKTTn; Oxoid) and 0.1 ml was
transferred to 10 ml of Rappaport Vassiliadis broth with soya (RVS; Oxoid) and incubated at
37° C and 42.5° C, respectively, for 24 h. Then, both xylose lysine desoxycholate agar (XLD;
Oxoid) and mannitol lysine crystal violet brilliant green agar (MLCB; Oxoid) plates were
inoculated with aliquots of the cultures from RVS and MKTTn. All the plates were incubated
at 37° C for 24 h. Suspect colonies (red with black centre and/or red from XLD; mauve
colored colonies with black centre from MLCB) were purified on a nutrient agar. Then,
biochemical recommended tests and serology by agglutination with Poly O antisera (Probac)
were carried out to confirm the result (13). After these tests, Salmonella spp. isolates were
forwarded to the Laboratorio de Enterobactérias in the Instituto Oswaldo Cruz (Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil) for serotyping and phage typing.

Enumeration of Salmonella spp. To enumerate Salmonella spp., 0.1 ml of the first
dilution was spread-plated on xylose lysine desoxycholate agar (Oxoid). The plates were
incubated for 24 h at 37° C. Red colonies and red colonies with black centers were counted
and later confirmed by biochemical tests.

Antimicrobial susceptibility test. Susceptibility to antimicrobial agents was tested
using the disk diffusion method on Muller-Hinton agar (Oxoid) plates according to the
Clinical Laboratory Standards Institute (9). The following 15 different antimicrobial agents
were examined against Salmonella isolates: ampicillin (10 pg), cefoxitin (30 pg), cephalothin
(30 pg), cefotaxime (30 pg), imipenem (10 pg), chloramphenicol (30 pg), amikacin (30 pg),
gentamicin (10 pg), kanamycin (30 pg), streptomycin (10 pg), nalidixic acid (30 pg),

ciprofloxacin (5 pg), tetracycline (30 pg), trimethoprim-sulphamethoxazole (25 pg), and
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sulfonamides (300 pg). The diameters zones of inhibition were recorded to the nearest
millimeter and classified as susceptible, intermediate, and resistant.

Statistical analysis. E. coli and Salmonella spp. counts were calculated per 100 cm?
and converted to log before statistical analysis. The mean values and standard deviation were
calculated and the analysis of variance (ANOVA) and a Tukey Test were carried out to
compare the differences between the mean values. The differences were considered
significant with P values less than o of 0.05. For the Salmonella spp. analysis data were

reported as percentage of positive samples for the pathogen.

RESULTS AND DISCUSSION

E. coli enumeration. The general mean values of E. coli were 2.57, 0.46, and 0.40 log
CFU/100 cm? for P1, P2, and P3, respectively. There were significant reductions comparing
counts of P1 and P2, and counts of P1 and P3, but no significant difference was observed
between counts of P2 and P3. The low counts in P2 and P3 could possibly be explained due to
the correct hide removal and, the sampling places are considered the sterile carcass tissue. The
significant reduction when compared Pl with the other two points and the low counts
observed in P2 and P3 could indicate that good manufacturing practices were adequate during
the process in the slaughterhouse.

The counts of E. coli on animal hides (P1) ranged from 0.31 to 5.07 log CFU/100 cm?
(Table 2). In other study, Arthur et al. (5) had demonstrated higher mean values of E. coli on
animal hides in two commercial fed-beef processing plants where the counts ranged from 6.6
to 8.0 log CFU/100 cm? in one of the plants, and 4.9 to 5.8 log CFU/100 ¢cm? in the other
plant. The microbiological loads of incoming cattle are important because the external hide is
a primary source of fecal contamination, which can be eventually transferred to the

underlying sterile carcass tissue (7).
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The results obtained in the second sampling point showed variations from N.D (not
detected) to 2.42 log CFU/100 cm?. Arthur et al. (5) reported similar results examining 288
beef carcasses in USA. On the other hand, Bacon et al. (7) found higher mean values ranging
from 2.6 to 5.3 CFU/100 cm? analyzing beef carcasses in USA. In the present study, the
microbiological loads in P2 probably reflected the extent of the microbiological
contamination originated from the hide, once beef carcass surfaces are generally sterile (7).

Analyzing counts obtained in different sampling days, it could be observed that the
fifth collection day showed significant higher counts (P1 = 5.07, P2 = 2.42 and P3 =2.10 log
CFU/100 cm?) for all three points, than the other days, while the tenth collection day
demonstrated the lowest mean values. No reasons were found for these facts, however it
corroborates to the idea that the higher the initial contamination, greater is the contamination
of the final product. Another important result observed was the significant increase between
P2 and P3 in the ninth collection day. It could possibly be explained for a recontamination
after evisceration or another failure in the process.

Results indicated that there was no direct correlation between the level of free chlorine
in the water used to wash the animals before slaughter and the mean values observed in P1.
As an example, in the first sampling day, mean values of 1.93 log CFU/100cm? were verified
with free chlorine levels of 5 ppm in water, however in the twelfth collection day mean value
of 2.16 log CFU/100cm? were observed, whilst the level of free chlorine was 0.65 ppm. Even
though the chlorine level has varied almost 9 folds, the bacterial counts were not significantly
different. These results may indicate that animal washing has limited application and the risk
of contamination of the beef carcasses may still exist, if only this kind of practice is used. In
order to improve microbiological quality, the use of multiple-sequential interventions, like

pre- and post-evisceration water washing, organic acid solution rinsing and hot water washing
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could be possible measures to decontaminate beef carcasses during the slaughtering and
dressing process (7).

Isolation, enumeration and antimicrobial susceptibility of Salmonella spp. The
presence of Salmonella spp. was observed in only four carcasses (3.3%), being three of them
sampled in the fifth collection and one carcass sampled in the eighth collection. Salmonella
spp. was only isolated from the animal hides (P1). Reid et al. (16) obtained similar results
showing a prevalence of 3.3% of Salmonella in 90 beef cattle hides in the South-West of
England. A much higher Salmonella prevalence (94.8%) was found by Arthur et al. (4)
analyzing 288 beef cattle hides in the United of States of America. In opposite, Antic et al. (1)
were not able to isolate Salmonella spp. in any of the 40 animal hides sampled in one abattoir
in Serbia. The difference between the frequency of Salmonella in this study and others found
in the literature could be explained by multiple factors. Firstly, the cattle slaughtered had
different origins in some collection days, coming from different farms that could easily have
had differences in the prevalence of pathogen. Secondly, the kind of animal exploration more
prevalent in Brazil is the extensive farming where the direct contact among the animals is
very small. This practice helps to avoid the transmission of Salmonella among the animals.
There are other factors that could explain the Salmonella frequency, including those related to
the animals, the lairage and the environment.

Unlike of the animal hides, there was no Salmonella spp. in any of the other two points
analyzed in our study, and these results were similar with those found by Meyer et al. (14)
when examined 841 beef carcasses in Germany. The absence of Salmonella in P2 and P3 and
the low E. coli counts in this points demonstrated that the hygienic conditions and the good
manufacturing practices of the slaughterhouses were adequate.

Six strains of Salmonella spp. were isolated in the present study, and they were

classified in three different serovars. The most prevalent serovar was S. Newport being found
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in three animals. The serovar S. Saintpaul was found in two animals, while S. Anatum was
identified in only one animal.

It was not possible to enumerate Salmonella spp. in the majority of the samples. This
fact may have occurred because Salmonella was not present on the sampled surfaces or due to
the amount of Salmonella present was too low to be detectable. Other possibilities to explain
this result is the influence of background flora that could inhibit Salmonella multiplication,
giving a false — negative result or the low sensitivity of the method used to detect stressed
cells (14).

All the Salmonella spp. stains were susceptible to the 15 antimicrobials tested. This
result is different of those observed by Bacon et al. (6) who have reported 8 Salmonella
strains isolated of four animal hides resistant to eight antimicrobials, including ampicillin,
chloramphenicol, gentamicin, sulfonamides, tetracycline and others.

The level of free chlorine in the water used to wash the animals in the fifth and in the
eighth collection days was 2.01 ppm and 1.85 ppm, respectively, being very similar. However
the mean value of E. coli in the fifth collection was significantly higher than the mean value
of E. coli in the eighth collection (P < 0.05). These results indicate that the correlation
between high levels of coliforms and the prevalence of Salmonella spp. is not always direct.
Ruby et al. (17) have suggested the relation will be better if the absence of Salmonella spp.
were based on Enterobacteriaceae count - negative results.

In the present study, Salmonella spp. was found on animal hides but not in the final
product, suggesting that adequate slaughter procedures were carried out in the slaughterhouse
analyzed. However, the presence of considerable high counts of E. coli on the animal hides
and the transference of these microorganisms to the carcasses indicated that the risk of the
contamination still exists. Aiming to prevent such contamination and foodborne pathogens,

correct use of carcass decontamination techniques and the improvement of Good
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Manufacturing Practices and HACCP system may be used. These tools also can help the meat
industry to meet established microbiological performance criteria and persist in the

competitive meat market.
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TABLE 1. Number of carcasses sampled and city of origin of the animals in each collection

day in a Brazilian Southern Slaughterhouse

Sampling Day =~ Number of carcasses sampled

City of origin of the animals

1 4 Tupanciretd, Monte Alegre dos
Campos and Julio de Castilhos
2 7 Capao Bonito do Sul and Vacaria
3 10 :
4 9 a
5 10 Bom Jesus
6 10 Bom Jesus
7 10 Sdo Luiz Gonzaga and Acegua
8 10 Sdo José dos Ausentes
9 10 Sdo José dos Ausentes, Bom Jesus
and Monte Alegre dos Campos
10 10 Vale Verde and Caxias do Sul
11 10 Dom Pedrito and Jaquirana
12 10 Sdo José dos Ausentes, Caxias do
Sul, Boa Vista do Cadeado and
Vacaria
13 10 Caxias do Sul, Nova Roma do Sul
and Santiago
Total 120 °

* Information was not provided by the slaughterhouse.

® Information not calculated.
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TABLE 2. Means values of E. coli and free chlorine in water in three points of the slaughter

line in one slaughterhouse of Southern Brazil

Sampling Sampling points (log CFU/100 cm?)° Level of free
day P1 P2 P3 chlorine in water
(ppm)
1 1.93° 0.97° N.D° 5
2 2.98° N.D" 0.25" 0.54
3 4.11° 0.93° 0.93° 0.42
4 3.34° 0.42° 0.32° 43
5 5.07* 2.42° 2.10° 2.01
6 2.18° 0.40° 0.18° 0.62
7 3.35° 0.36° 0.26° 2.65
8 227" 0.10° N.D" 1.85
9 2.20° 0.11° 0.94° *
10 0.31° N.D* N.D* *
11 1.39° N.D° N.D° 5
12 2.16° 0.23° 0.11° 0.65
13 2.11° 0.04° 0.18° 3.80
General Mean Value 2.57° 0.46° 0.40° ¢
Standard Deviation 1.21 0.67 0.60 ¢

¢ Means in the same line that do not share a common letter (a through c) are significant
different by Tukey Test (p<0.05).

¢ Value not calculated.

" The level of chlorine was not provided by the slaughterhouse.

ND_ not detected (To calculate the mean values was considered 1 UFC, so log 1=0)
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Figure 1 - Slaughter line of a Brazilian exporter slaughterhouse. Horizontal

arrows indicate the localization of the three collection points. P1 - first
collection point. P2 - second collection point. P3 - third collection point.
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3.1 DISCUSSAO GERAL

Atualmente; o Brasil € o segundo maior produtor de carne bovina do mundo,
sendo o lider mundial na exportagédo desse produto, o que faz deste negécio um dos
principais do pais. Segundo a Associacao Brasileira das Industrias Exportadoras de
Carnes (ABIEC), o Brasil exportou 1,494 milhdes de toneladas de carne bovina até
outubro de 2010 e movimentou US$ 4,1 bilhées para a economia nacional.

A qualidade e a seguranca dos produtos carneos sao importantes exigéncias
do mercado internacional e, um dos principais critérios utilizados para avaliar a
seguranca dos alimentos é a investigagdo de microrganismos patogénicos. Um dos
principais agentes bacterianos investigados, cuja auséncia € exigida pela maioria
dos paises importadores de produtos carneos brasileiros, € Salmonella spp.
Segundo o Regulamento (CE) N° 2073/2005, a auséncia de Salmonella é um dos
critérios microbiologicos exigidos para a comercializagcdo de carcagas bovinas com a
Comunidade Europeia. No Brasil, a RES-12/2001 do Ministério da Saude estabelece
0 mesmo critério que a Unido Européia para a comercializagdo desse tipo de
produto no mercado nacional.

Salmonella € uma das principais causas de doencas transmitidas por
alimentos (DTA) no mundo e pode causar enterite (salmonelose), febre entérica
(febre tifdide) e septicemia (ARSLAN, S.; EYI, A., 2010). Salmonella foi a segunda
causa de infeccdo mais relatada em humanos na Unido Européia no ano de 2005,
chegando a uma incidéncia de 38,2 casos a cada 100.000 habitantes da populagéo
(NORRUNG, B.; BUNCIC, S., 2008). Depois da campilobacteriose, a salmonelose foi
a segunda causa mais importante de enterite bacteriana em humanos na Alemanha
(MEYER, C.; THIEL, S.; ULLRICH, U.; STOLLE, A., 2010). No Brasil, o numero de
casos de salmonelose vem aumentando; durante os anos de 1999 a 2009, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria relatou a Salmonella como o agente causal
mais envolvido em surtos alimentares, responsavel por 20,7% dos 6.349 surtos
relatados (BRASIL, 2010).

Em torno de 80 a 90% dos casos de salmonelose em paises industrializados
sao relacionados ao consumo de produtos de origem animal (MEYER, C.; THIEL, S;
ULLRICH, U.; STOLLE, A., 2010). Carne e seus derivados séo fontes importantes

desse tipo de infeccdo, mas o conhecimento exato de o quéo importante eles séo,
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comparando-os com outros tipos de alimentos e fontes, é ainda limitado. A Unido
Europeia estimou que, dentre os 25.760 surtos de salmonelose ocorridos em 2005,
apenas em 0,3% a causa foi carne bovina (NORRUNG, B.; BUNCIC, S., 2008). J&
no Brasil, a carne bovina foi o 3° alimento mais envolvido em surtos alimentares no
estado do Rio Grande do Sul (RELATORIOS ANUAIS, SES/DVS/RS, 2000).

No presente estudo, avaliou-se 120 carcagas bovinas em um abatedouro-
frigorifico com inspecéo federal, localizado na regido da serra do Estado do Rio
Grande do Sul. Essa pesquisa faz parte de um projeto que esta propondo a
implantacdo de um Centro Colaborador em Defesa Agropecuéria para Avaliagdo de
Riscos Microbiolégicos em Produtos de Origem Animal (CDA — ARMPOA). Tal
projeto visa subsidiar o Ministério de Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento e o setor
produtivo na tomada de decisfes em relagdo ao comeércio da carne bovina brasileira.

A avaliacdo de risco € um dos elementos da analise de risco que, segundo o
Acordo de Medidas Sanitérias e Fitossanitarias da OMC, é a ferramenta indicada
para proteger a saude dos consumidores e garantir praticas equitativas no comércio
nacional e internacional. Além dessa etapa, a Andlise de Risco é composta também
pela gestdo do risco avaliado e a comunicacdo do risco as partes interessadas
(OMC, 2006).

A avaliacdo de risco, especificamente, € um processo de base cientifica,
constituido de quatro etapas: 1°) identificacdo do perigo, 2°) caracterizacdo do
perigo, 3°) avaliagcdo da exposicdo e 4°) caracterizacdo do risco. A identificacéo e
caracterizacdo do perigo dependem de dados sobre prevaléncia, nivel de
contaminacgédo e caracteristicas de viruléncia do perigo considerado. A avaliagdo da
exposicdo estima o numero real dos perigos microbiolégicos no alimento no
momento do consumo, baseando-se em modelos preditivos mateméaticos que
integram dados sobre multiplicagéo, sobrevivéncia, inativacdo dos microrganismos a
diferentes condicdbes ambientais, recontaminagcdo e quantidade de alimento
consumido. Por fim, a caracterizagdo do risco envolve a integracdo dos resultados
da identificacdo do perigo, caracterizacdo do perigo e avaliacdo da exposi¢cao para
obter uma estimativa do risco (OMC, 2006).

No presente estudo, a avaliagdo de risco, mais especificamente a
identificacdo do perigo, focou Salmonella spp. durante o processo de abate de

bovinos em trés pontos diferentes da linha de abate. Além da pesquisa desse
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patdgeno, realizou-se a enumeracdo de E. coli, as quais sdo microrganismos
indicadores da qualidade higiénico-sanitaria da agua e dos alimentos. Esses
microrganismos indicadores tém sido muito utilizados devido a sua correlagdo com a
presenca dos patdgenos. Diversos paises, incluindo os Estados Unidos, adotaram a
pesquisa de E. coli como um parametro importante no controle dos processos e das
operacbes em um Sistema de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
(APPCC) (FSIS, 1996).

No presente estudo, as contagens de cada ponto coletado demonstraram
valores bastante variaveis, mas que apresentaram uma média de 2,57; 0,46; e 0,40
log UFC/100 cm? para o P1l, P2, e P3, respectivamente. Houve reducles
significativas quando as contagens de P1 foram comparadas com as do P2 e de P1
com o P3, mas o mesmo ndo foi observado quando comparadas as contagens de
P2 e P3. As altas contagens no primeiro ponto de coleta podem ser explicadas pelo
fato do local de amostragem ser o couro animal, que ainda esta contaminado com
fezes, poeira, terra, entre outras sujidades. As baixas contagens de P2 e P3 podem
ser justificadas devido a remocdo do couro de forma apropriada e, o local de
amostragem ser o tecido muscular considerado estéril.

A auséncia de uma diferenga estatisticamente significativa entre o P2 e o P3
pode sugerir que ndo houve recontaminacgéo durante o processo de abate, exceto na
nona coleta, onde foi observado um aumento significativo da contagem de E. coli do
P2 para o P3, que pode ser explicado por uma provavel contaminacgdo apoés a etapa
de evisceracdo das carcacas ou outra falha no processo.

As contagens de E. coli no primeiro ponto de coleta foram inferiores aos
encontrados por Bacon et al. (2000), que obtiveram contagens de 5,5 a 7,5 log
UFC/100 cm? analisando 1.280 carcagas bovinas nos Estados Unidos da América
(EUA) e; aos demonstrados por Arthur et al. (2004), que obtiveram contagens que
foram de 6,6 a 8,0 log UFC/100 cm2 em uma planta e de 4,9 a 5,8 log UFC/100 cm?
em outra planta analisando ao total 288 carcagcas também nos EUA. Esses
resultados demonstraram que as condi¢cdes higiénico-sanitarias iniciais do abate
eram adequadas e, reforgam a importancia de uma contaminagao inicial baixa dos
animais, pois o couro animal é uma das primeiras fontes de contaminacgéo fecal, a

qual pode ser transferida para o produto final.
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Os resultados encontrados no segundo ponto de coleta corroboram os
encontrados por Arthur et al. (2004), que obtiveram valores de contagens de 0,7 a
2,5 log UFC/100 cm?, quando analisou duas plantas comerciais de processamento
de carne bovina.

No presente estudo, as coletas que apresentaram 0S maiores e 0S menores
niveis de contaminacdo para os trés pontos amostrados foram a 52 e a 102,
respectivamente. Nenhuma explicacdo foi encontrada para este fato, mas este
resultado corrobora a idéia de que quanto mais alta a contaminacao inicial dos
animais, maior sera a contaminac¢ao no produto final.

As praticas utilizadas para diminuir a contaminagdo no couro animal nao
foram completamente adequadas, pois ndo foi observada uma correlagdo entre os
valores das contagens de E. coli e os niveis de cloro livre encontrados na agua
utilizada no banho de asperséo dos animais, antes do abate. Nao foi observada uma
diferenca estatistica entre as contagens do P1 na primeira e na décima segunda
coleta, mas os niveis de cloro livre no banho de aspersdo nesses dias foram 5 e
0,65 ppm, respectivamente. Esse fato pode indicar uma aplicagéo limitada dessa
pratica, se ndo houver o devido controle do nivel de cloracdo e caso ndo haja uma
fonte de agua potavel que possa ser utilizada para o banho de aspersdo dos
animais. Essa inadequacao pode levar a persisténcia do risco de contaminagédo das
carcacas bovinas durante o processo. A melhoria da qualidade microbiol6gica deve
ser associada a outras praticas de descontaminagdo das carcagcas como, por
exemplo, a lavagem das carcagas com acidos organicos (BACON, R. T. et al., 2000).

A prevaléncia de Salmonella spp., neste estudo, foi de 3,3% (4), sendo este
patégeno encontrado em 3 carcacas da 5% coleta e em 1 carcaca da 82 coleta.
Nestas duas coletas, observou-se um nivel de cloro na agua do banho de asperséo
muito similar, sendo de 2.01 ppm na quinta e de 1.85 ppm na oitava coleta, mas
houve uma diferenca significativa nas contagens de E. coli, sendo os valores médios
apresentados na 52 coleta superiores aos demonstrados na 82 coleta. Este fato pode
indicar que a correlagcdo entre altos niveis de coliformes e a presenca deste
patégeno ndo é sempre direta.

A utilizacdo de Enterobacteriaceae, por exemplo E. coli, como microrganismo
indicador das condigfes higiénico — sanitérias das carcacas bovinas ja € bem aceita,

contudo, ainda ha duavidas quanto a sua utilizagdo para indicar uma provéavel
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contaminagdo por patégenos. Essa baixa aceitagdo, possivelmente, seja resultado
de diferencas metodolégicas aplicadas nas andlises de pesquisa dos patdgenos e
dos indicadores. A utilizacdo da pesquisa de microrganismos indicadores, como um
método preditivo para a presenca de patdgenos, funcionarq bem, se os métodos
tiverem sensibilidades comparaveis (RUBY, J. R.; INGHAM, S. C., 2009). Em um
estudo realizado por Ruby et al. (2007) foi observado que a porcentagem de animais
gue apresentaram contagens de Enterobacteriaceae e ndo foram positivos para
Salmonella foi de (43,3%), sendo considerado um valor alto e que n&o suportaria
uma tomada de decisdo baseada em resultados positivos para Enterobacteriaceae.
Esse fato poderia levar a conclusdo errada, quanto a assumir que as carcagas
contaminadas por Enterobacteriaceae estariam também contaminadas por
Salmonella spp. Em um estudo realizado por Ruby et al. (2009) foi observado que
uma melhor relagéo foi estabelecida, quando foram utilizados resultados negativos
para Enterobacteriaceae e resultados negativos para Salmonella. O numero de
animais que apresentaram resultados negativos para ambos os microrganismos foi
de 98%. Esse fato sugere que, esta relacdo de auséncia de Enterobacteriaceae e
auséncia de Salmonella, seria a melhor associacdo para a utilizagcdo desse tipo de
analise de predicéo.

Na presente pesquisa foi observada que a porcentagem de carcagas que
apresentaram mais de 2 log UFC/100 cm? de E. coli e presenca de Salmonella foi de
3,37%, enquanto que, a percentagem de carcagas que apresentaram este patdgeno
e contagens de E. coli inferiores a 2 log UFC/100 cm? foi de 3,23%. Estes valores
nao apresentam uma diferenga estatisticamente significativa e demonstram,
novamente, que uma relacdo entre a enumeragdo de E. coli e a presenca de
Salmonella pode néo ser diretamente proporcional.

Todas as cepas de Salmonella spp. obtidas foram isoladas do couro animal,
ndo sendo nenhuma delas proveniente das carcacas. Esses resultados corroboram
agueles encontrados por Reid et al. (2002) que obtiveram uma prevaléncia do
patogeno de 3,3% quando analisou 90 amostras de couro bovino no sudoeste da
Inglaterra. Outros pesquisadores, como Arthur et al. (2007) observaram uma
prevaléncia maior, encontrando 94,8% das 288 amostras de couro contaminadas por

Salmonella nos Estados Unidos.
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A auséncia de Salmonella spp. no produto final é um indicativo de que ele
estara adequado para o consumo e ndo representara nenhum risco a saude do
consumidor, por esse patdogeno. Dessa forma, o produto final estara de acordo com
a legislacdo vigente do Pais, a qual exige auséncia de Salmonella spp. em 25 g de
produto (BRASIL, 2001).

No total, foram isoladas seis cepas de Salmonella spp., classificadas em
apenas trés sorovares. O sorovar mais prevalente foi S. Newport, o qual foi
encontrado em trés carcacgas; seguido do sorovar S. Saintpaul, que foi isolado em
duas carcacas e, o sorovar S. Anatum, encontrado em apenas uma carcaga. Como
mencionado anteriormente, dentre as quatro carcagas que apresentaram
Salmonella, trés delas foram da 52 coleta e apenas uma carcaca pertencia a 82
coleta. Das carcacas da 52 coleta; duas apresentaram, cada uma delas, o sorovar S.
Newport e, a outra carcaga apresentou o sorovar S. Saintpaul. A carcaga positiva da
82 coleta apresentou os trés tipos de sorovares isolados neste estudo (S. Newport,
S. Saintpaul e S. Anatum).

Um resultado que merece destaque foi o isolamento do sorovar S. Saintpaul,
o qual ainda é pouco isolado em bovinos no Brasil e no mundo. Este sorovar ja foi
encontrado em solos de currais pré-abate de bovinos em uma pesquisa realizada
por Motsoela et al. (2002), quando foram analisadas 250 amostras ambientais em
um abatedouro-frigorifico em Botsuana. Nos Estados Unidos, este sorovar foi
isolado em apenas 0,31% dos 320 couros bovinos analisados (BACON, R. T.et al.
2002).

S. Saintpaul tem sido mais encontrado em outras espécies animais. Duffy et
al. (2009) analisaram 121 carcacas de cabras, na Australia, e obtiveram 44 isolados
de Salmonella spp., sendo o sorovar S. Saintpaul o mais prevalente, encontrado em
25% dos isolados. Mikolajczyk et al. (2002) observaram que o sorovar S. Saintpaul
foi o terceiro mais prevalente (22,45%) dentre os 98 isolados de Salmonella spp.,
obtidos em 400 carcacas de frango provenientes da Pol6nia.

O sorovar S. Saintpaul é considerado emergente, pois vem aumentando o
namero de relatos de surtos alimentares causados por ele. Em 2001, o
departamento de salude publica do estado de Massachusetts, nos Estados Unidos,
reportou um surto alimentar envolvendo 26 pessoas que haviam consumido mangas
contaminadas por S. Saintpaul (BEATTY, M. E. et al. 2004). No ano de 2005; cinco
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surtos associados a este sorovar foram relatados em trés diferentes Estados do
Estados Unidos e, o alimento envolvido em todos os surtos foi um suco de laranja
nao pasteurizado, produzido por uma empresa que nao seguia o regulamento do
Food and Drug Administration (FDA) para a producgéo deste tipo de alimento (JAIN,
S. et al. 2009).

O sorovar S. Saintpaul tornou-se ainda mais importante em 2008, quando o
Centers for Disease Control and Prevention (CDC), nos Estados Unidos, relatou um
dos maiores surtos de salmonelose, nos Ultimos anos, causado por este agente.
Este surto envolveu 1.442 pessoas doentes em 43 estados dos EUA, durante o
periodo de 16 de abril a 11 de agosto de 2008. Nado houve mortes neste surto. A
fonte de infeccdo foi dois tipos de pimenta (Jalapefio e Serrano), que eram
produzidas em fazendas do México. Durante a investigagdo do surto pelo CDC, o
agente causal foi isolado, tanto de amostras dos produtos nas fazendas mexicanas
guanto nas fontes de agua de irrigacdo da producdo das pimentas. Devido a este
fato, o FDA aconselhou aos consumidores americanos a nao ingerirem esses dois
tipos de pimenta provenientes do México e, ressaltou a importancia de cozinhar os
vegetais para que Salmonella fosse eliminada (CDC, 2008).

Outro importante surto envolvendo o sorovar S. Saintpaul ocorreu em 2009,
envolvendo brotos de alfafa produzidos em instala¢cdes com multiplas sementes que,
provavelmente se originaram de um Unico produtor. Neste caso, 0 nuimero de
doentes chegou a 228 pessoas de 13 estados do Estados Unidos. Durante a
investigacdo do surto, a recomendacdo do CDC e do FDA foi que os americanos
nao consumissem brotos de alfafa crus e nem misturas que contivessem brotos de
alfafa, até que houvesse uma nova orientagdo dos orgaos fiscalizadores. Apos o
inicio do surto, o FDA alertou os produtores de brotos e os varejistas, que um
distribuidor de sementes havia se retirado, voluntariamente, do mercado. Apés a
investigacdo concluida, o FDA voltou a ressaltar a importancia do consumo
exclusivamente de brotos bem cozidos (CDC, 2009)

O isolamento do sorovar S. Saintpaul e dos outros sorovares no couro animal
indica que o risco de contaminagdo ainda existe, pois este local & considerado uma
das principais fontes de contaminacgdo do produto final. Devido a existéncia do risco
de contaminagéo, o controle neste ponto do processo e a adogdo de medidas de

Boas Préticas de Fabricagdo devem ser realizados de forma adequada.
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A enumeracdo de Salmonella spp. foi um fator limitante neste estudo. O
método do plaqueamento direto em agar XLD mostrou-se pouco adequado para a
enumeracgdo bacteriana. Este fato pode ser explicado de varias maneiras como, por
exemplo, a real inexisténcia de Salmonella spp. nas amostras analisadas, a
guantidade encontrada do microrganismo foi tdo baixa que ndo pode ser detectada,
a presenca de uma flora competidora que impossibilitou a multiplicagdo da
Salmonella spp. ou a baixa sensibilidade do meio para detectar células estressadas
(MEYER, C. S. et al. 2010)

Neste estudo, nenhum dos isolados de Salmonella spp. apresentou
resisténcia a qualgquer um dos 15 antimicrobianos testados. Esse resultado difere
dos encontrados por Bacon et al. (2002), que obtiveram 49 isolados de Salmonella
spp. analisando 320 amostras de couro bovino em um estudo realizado no estado do
Colorado nos Estados Unidos e, dentre esses isolados, 69,4% apresentou
resisténcia a pelo menos um antimicrobiano testado. Stevens et al. (2006)
verificaram que, de 99 isolados de Salmonella spp. provenientes da analise de 236
carcacas bovinas de um abatedouro-frigorifico no Senegal, a porcentagem de
resisténcia foi de 36,7% a nitrofuranos, 21,1% a sulfametoxazol, 14,1% a
estreptomicina, 2% a cloranfenicol, 1,0% a &cido nalidixico e 1,0% pefloxacina.
Arslan et al. (2010) analisaram 75 carcagas bovinas, na Turquia, e obtiveram 12
isolados de Salmonella spp, sendo o perfil de resisténcia apresentado por eles:
100% a cefazolina, 91,7% a amoxicilina/acido clavulanico, 83,3% a ampicilina,
41,7% a carbenicilina, 25% a cefuroxima, 16,7% a tetraciclina, 8,3% a amicacina,
8,3% a cloranfenicol e 8,3% a sulfametoxazol — trimetoprim.

A diferenca entre o perfil de resisténcia observado neste estudo e aos outros
reportados na literatura pode ser explicada por alguns fatores, sendo o tipo de
exploracdo dos animais um deles. A criacdo extensiva de bovinas e a forma
predominante de exploracdo no Brasil. Neste tipo de criacdo, ha maioria das vezes,
a utilizacdo de antimicrobianos € baixa, portanto ocorre a auséncia da selecdo de
cepas resistentes. Diferentemente; do que ocorre em outras espécies animais como,
por exemplo, 0s suinos, que possuem uma criacdo intensiva. Neste tipo de criacao,
devido a intensificacdo dos métodos de produgéo, acabaram surgindo uma série de
doencgas relacionadas com as tecnologias introduzidas. Para o controle dessas

enfermidades, assumiram um papel muito importante a utlizagdo de



50

antimicrobianos. A funcao deles tem sido restabelecer o equilibrio perdido, criando
condigdes necessarias para uma suinocultura mais lucrativa. Cepas de Salmonella
isoladas de suinos, na maioria das vezes, apresentam altos percentuais de
resisténcia. Castagna et al. (2001) analisaram 99 cepas de Salmonella isoladas de
suinos e obtiveram o padrdo de resisténcia de: 83,9% a sulfonamida; 37,4% a
tetraciclina; 25,2% a cotrimoxazol e 20,2% a ampicilina.

A sensibilidade a todos os antimicrobianos demonstrada por todos os isolados
de Salmonella spp. obtidos neste estudo indica que, eles ainda n&o representam um
grande problema para a terapéutica antimicrobiana. Diferentemente, de sorovares
de Salmonella spp. multiresistentes como, por exemplo, o S. Typhimurium DT104.

De modo geral, os resultados obtidos neste estudo indicam que as carcacas
bovinas atenderam os padrbes de qualidade nacional e internacional em relacdo a
presenca de Salmonella spp. e, ressaltam a necessidade da existéncia de Boas
Praticas de Fabricacdo e do sistema de Analise de Risco e Pontos Criticos de
Controle (APPCC) para que o risco de contaminagéo das carcaga seja reduzido ao

maximo.
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