CENTRO DE CIENCIAS MEDICAS
FACULDADE DE VETERINARIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA

MESTRADO EM HIGIENE VETERINARIA E PROCESSAMENTO TECNOLOGICO
DE PRODUTOS DE ORIGEM ANIMAL

CLEISE DE OLIVEIRA SIGARINI

AVALIACAO BACTERIOLOGICA DA CARNE BOVINA DESOSSADA EM
ESTABELECIMENTOS COMERCIAIS DO MUNICIPIO DE CUIABA — MT/
BRASIL

NITEROI/RJ
2004



CLEISE DE OLIVEIRA SIGARINI

AVALIACAO BACTERIOLOGICA DA CARNE BOVINA DESOSSADA EM
ESTABELECIMENTOS COMERCIAIS DO MUNICIPIO DE CUIABA — MT/ BRASIL

Dissertacao apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em Medicina Veterinaria da
Universidade Federal Fluminense, como
requisito parcial para obtencdo do Grau de
Mestre. Area de Concentracdo em Higiene
Veterinaria e Processamento Tecnoldgico de
P.O.A.

Orientador: Prof. Dr. Luiz Anténio Trindade de Oliveira
Co-orientador: Prof. Dr. Robson Maia Franco

NITEROI/RJ
2004



CLEISE DE OLIVEIRA SIGARINI

AVALIACAO BACTERIOLOGICA DA CARNE BOVINA DESOSSADA EM
ESTABELECIMENTOS COMERCIAIS DO MUNICIPIO DE CUIABA — MT/ BRASIL

Dissertacao apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo em Medicina Veterinaria da
Universidade Federal Fluminense, como
requisito parcial para obtengcdo do Grau de
Mestre. Area de Concentracdo em Higiene
Veterinaria e Processamento Tecnoldgico de
P.O.A.

Aprovada em de abril de 2004

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Luiz Antdnio Trindade de Oliveira
Universidade Federal Fluminense - UFF

Prof. Dr. Robson Maia Franco
Universidade Federal Fluminense - UFF

Prof. Dr. Jodo Garcia Caramori Junior
Universidade Federal de Mato-Grosso - UFMT

NITEROI/RJ
2004



A DEUS por tornar tudo possivel.

Ao meu companheiro Alysson Sander de Souza, com todo o meu amor.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por ter me carregado em seus braco nos momentos que mais precisei.

Ao meu orientador Prof. Dr. Luiz Antbnio Trindade de Oliveira —pela orientacéao,
apoio, incentivo e pela confianga em mim depositada.

Ao doutorando Edivaldo Sampaio de Almeida Filho — pelos conselhos e por todas as
suas orientacoes, durante esse seis anos de convivéncia e amizade.

Ao Prof. Dr. Robson Maia Franco pela co-orientacéo e por todas as sugestdes feitas
durante a confecc¢ao deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Tedfilo José Pimentel da Silva por todas as sugestfes e colaboracdes
para confeccao deste trabalho.

A Prof®. Dr?. Ménica Queiroz de Freitas e Prof’. Dr®. Ana Beatriz Monteiro pelo
auxilio estatistico.

Ao Prof. Dr. Zander Barreto de Miranda pelo incentivo e sugestbes para realizacéo
desta pesquisa.

A Prof®. Dr? Eliana de Fatima Marques de Mesquita pelo ajuda do vernaculo em
lingua estrangeira.

Ao Prof. José Ricardo de Souza, Diretor do Hospital Veterinario da UFMT pelo
espaco cedido para realizacdo da parte pratica desta pesquisa.

A minha mae, Arlete B. de Oliveira por seu exemplo de dedicacdo, estudo e
persisténcia profissional, e pelo incentivo ao meu crescimento pessoal e profissional.

Ao meu companheiro, amigo e confidente, Alysson Sander de Souza pelo apoio
incondicional em todas as minhas decisdes profissionais, pelo incentivo e pelas
palavras amigas nos momentos de angustia.

Ao Eduardo Eustadquio de Figueiredo pela dedicacdo e colaboracdo durante a
realizacdo da parte pratica desta Dissertacao.

A doutoranda Carolina Riscado Pombo pela consideracdo e pelo auxilio na
computacéo gréfica.

Ao mestrando Marivaldo Rodrigues Figueird pela colaboracdo na parte estatistica
deste trabalho.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela bolsa.

E a todos aqueles que direta ou indiretamente colaboraram na elaboracdo desta
Dissertacao.



“Embora ninguém possa voltar atrds e fazer um novo comeco, qualquer um pode
comecar agora e fazer um novo fim.” (Chico Xavier)



SUMARIO

LISTA DE ILUSTRACOES, p. 9

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS, p. 11
RESUMO, p. 13

ABSTRACT, p. 14

1 INTRODUCAO, p. 15

2 REVISAO DE LITERATURA, p. 17

2.1 FATORES QUE INFLUENCIAM O ESTADO DE CONSERVACAO DA CARNE
BOVINA, p. 18

2.2 DOENCAS TRANSMITIDAS POR CONSUMO DE PRODUTOS CARNEQOS, p.24
2.3 TAXONOMIA, CARACTERISTICAS DE CRESCIMENTO E COMPORTAMENTO
FENOTIPICO DA Salmonella spp, p. 27

2.4 IMPORTANCIA DA Salmonella spp EM SAUDE PUBLICA, p. 29

2.5 EPIDEMIOLOGIA DA Salmonella spp, p. 31

2.6 MECANISMO DE PATOGENICIDADE, p. 33

2.7 QUADRO CLINICO, p. 34

2.8 MEDIDAS PREVENTIVAS, p. 35

2.9 TAXONOMIA, CARACTERISTICAS DE CRESCIMENTO E COMPORTAMENTO
FENOTIPICO DA Escherichia coli, p. 37

2.10 IMPORTANCIA DA Escherichia coli EM SAUDE PUBLICA, p. 37

2.11 EPIDEMIOLOGIA DA Escherichia coli, p. 38

2.12 MECANISMO DE PATOGENICIDADE, p. 39

2.13 QUADRO CLINICO, p. 41

2.14 MEDIDAS PREVENTIVAS, p. 42

2.15 METODOS DE AVALIACAO BACTERIOLOGICA NA CARNE, p. 44

3 MATERIAL E METODOS, p. 46

3.1 CONSIDERACOES GERAIS, p. 46

3.2 AMOSTRAGEM, p. 47

3.3 TECNICA DE AFERICAO DE TEMPERATURA DAS MEIAS-CARCACAS, p. 47
3.4 TECNICA DE AFERICAO DO POTENCIAL HIDROGENIO-IONICO (pH) DAS
MEIAS-CARCACAS, p. 48

3.5 ANALISES BACTERIOLOGICAS, p. 48

3.5.1 Enumeracéao de coliformes termotolerantes (Escherichia coli), p. 49
3.5.1.1 Preparo das dilui¢des, p. 49



3.5.1.2 Teste presuntivo, p. 49

3.5.1.3 Teste confirmativo, p. 50

3.5.1.4 Teste completo, p. 50

3.5.1.5 Provas bioquimicas do IMVIC, p. 51

3.5.2 Isolamento e identificacdo de Salmonella spp, p. 52

3.5.2.1 Pré-enriquecimento, p. 53

3.5.2.2 Enriquecimento seletivo, p. 53

3.5.2.3 Plagueamento seletivo diferencial, p. 53

3.5.2.4 Confirmacao preliminar, p. 54

3.5.2.5 Confirmacgéao definitiva (provas bioquimicas e sorolégicas), p. 55
3.5.3 Enumeracao de coliformes termotolerantes Escherichia coli, p. 60
3.5.4 Isolamento e identificacdo de Salmonella spp, p. 61

3.6 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS, p. 63

4 RESULTADOS, p. 64
5 DISCUSSAO, p. 72

6 CONCLUSOES, p. 79

7 SUGESTOES, p. 81

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS, p. 82
9 OBRAS CONSULTADAS, p. 91

10 ANEXOS, p. 92

11 APENDICE, p. 94



LISTA DE ILUSTRACOES

Fig. 1. Temperatura média de recepc¢do da carne bovina no comércio varejista dos
estabelecimentos pesquisados, p. 67

Fig. 2: Propor¢cdo das amostras de carne bovina do estabelecimento A com
temperatura acima do permitido pela legislagéo vigente, p. 67

Fig. 3: Propor¢cdo das amostras de carne bovina do estabelecimento B com
temperatura acima da permitida pela legislacéo vigente, p. 68

Fig. 4: Amostras de carne bovina (Tensor fasciae latae) que demonstraram aumento
do valor o NMP apés a desossa, p. 68

Fig. 5: Percentual total de amostras de carne bovina (Tensor fasciae latae)
contaminadas por Salmonella antes e depois da desossa, p. 69

Fig. 6: Percentual total de amostras de carne bovina (Tensor fasciae latae)
contaminadas por Salmonella analisadas, obtidas nos estabelecimentos
varejistas A e B, p. 69

Fig. 7: Percentual de amostras de carne bovina (Tensor fasciae latae) contaminadas
por Salmonella antes da desossa nos estabelecimentos varejistas A e B, p. 70

Fig.8: Percentual de amostras de carne bovina (Tensor fasciae latae) contaminadas
por Salmonella depois da desossa nos estabelecimentos varejistas A e B, p.
70

Fig. 9: Amostras de carne bovina (Tensor fasciae latae) contaminadas por
Salmonella antes e depois da desossa nos estabelecimentos varejistas A e
B individualmente, p. 71



Fig. 10: Parametros bacteroldgico e fisico-quimico das amostras de carne bovina
analisadas, obtidas nos estabelecimentos comerciais pesquisados,
enquadrados dentro e fora dos padrées mencionados, p. 71

Foto 01 - Transporte da meia carcaca bovina com auxilio do “lombador”, p. 96

Foto 02 - Acondicionamento das meias carcacgas no interior do caminhéo, p. 96

Foto 03 - Local inadequado para higienizagdo das maos, dos equipamentos e
utensilios, no estabelecimento A, p. 97

Foto 04 - Local improprio para o armazenamento de facas, no estabelecimento A, p.
97

Foto 05 - Transporte da meia carcaga bovina do caminhdo até a sala de desossa, no
estabelecimento A, p. 98

Foto 06 - Transporte da meia carcaga bovina do caminhdo até a sala de desossa, no
estabelecimento B, p. 98



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

A° Angstron

ADN Acido desoxirribonucleico

AIDS “Acquired Immune Deficiency Syndrome”

APHA “American Public Health Association”

APPCC Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle

BHI “Brain Heart Infusion”

BPF Boas Praticas de Fabricacdo

cm centimetro

CDC “Center for Disease Control”

DBMD “Division of Bacterial and Mycotic Diseases”

DTA Doenca Transmitida por Alimento

EaggEC “Enteroaggregative Escherichia coli”

EHEC “Enterohemorrhagic Escherichia coli”

EIEC “Enteroinvasive Escherichia coli”

EPEC “Enteropathogenic Escherichia coli”

ETA Enfermidade Transmitida por Alimento

ETEC “Enterotoxigenic Escherichia coli”

EUA Estados Unidos da América

FDA “Food and Drug Administration”

FEEC “Facultative enteropathogenic Escherichia coli”

FSIS “Food Safety and Inspection service”

g grama

h hora

hab habitante

HACCP “Hazard Analysis and Critical Control Points”

IBGE Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

ICMSF “International Commission on Microbiological Specification
for Foods”

Kg Kilograma

KOH Hidréxido de potassio

LIA “Lisina Iron Agar”

MAPA Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento

mg miligrama

MR-VP “Metil Red- Voges Proskauer”

NMP Numero Mais Provavel

n° namero

pH Potencial Hidrogénio ibnico

RIISPOA Regulamento da Inspec¢éao Industrial e Sanitaria de

produtos de origem Animal



SECOM/MT
SIM
SUH
TSI
UFC
UFF
UFMT
USDA
VM
VP
°C

%

Secretaria do Comércio de Mato Grosso
Sulféto Indol Motilidade

Sindrome Urémica Hemolitica

“Triple Sugar Iron”

Unidade Formadora de Colbnias
Universidade Federal Fluminense
Universidade Federal de Mato-Grosso
“United States Departament of Agriculture”
Vermelho de Metila

Voges Proskauer

Grau Celsius

Por Cento

12



RESUMO

Considerando-se que a literatura especializada pouco relata sobre a
transferéncia da pratica de desossa dos frigorificos para as casas atacadistas
(acougues, supermercados, casas de carne, etc) o presente trabalho teve como
objetivo estimar se a pratica de desossa da carne bovina em casas atacadistas
influencia na qualidade bacterioldgica do produto final, bem como, verificar se existe
diferenca com relagdo a qualidade bacteriologica da carne bovina recebida e
desossada em estabelecimentos comerciais localizados em areas distintas, area
periférica (A) e area central (B), do municipio de Cuiab&/MT, Brasil. As analises
envolvidas neste estudo foram NMP (nimero mais provavel) de coliformes
termotolerantes com enumeracao de Escherichia coli e isolamento e identificacdo de
Salmonella spp, correlacionadas com valores de pH e temperatura da carne. As
amostras analisadas corresponderam ao corte de alcatra (Tensor fasciae latae),
sendo 40 amostras para cada estabelecimento, perfazendo um total de 80 amostras.
Comparando-se, separadamente, os resultados obtidos antes e apds o processo de
desossa nos referidos estabelecimentos, quanto ao NMP de coliformes
termotolerantes, constatou-se que 0 processo de desossa realizado em casas
atacadistas, ndo influencia negativamente na qualidade bacteriolégica do produto
final, apesar de 35% das amostras no estabelecimento A e 17,5% das amostras no
estabelecimento B ter apresentado aumento no valor do NMP apds o processo de
desossa. Houve diferenca estatistica significativa com relacdo ao padrdo de
qualidade bacteriolégica entre os estabelecimentos analisados, no que se refere ao
isolamento e identificagdo de Salmonella para o estabelecimento (A) localizado na
periferia da cidade.

Palavras-chave: Desossa, Alcatra, Salmonella spp e Escherichia coli.



ABSTRACT

Very few is reported about the deboning process beeing transference from
slaughterhouses to wholesale houses (butchers, supermarket, meat’'s house and so
on) by specialized literature. This work’s objective is to evaluate if this transference
has been inluencing in the bacteriological quality of the final product, also to verify
the difference among deboned-meat in commercial establishments of distinct areas,
peripheric area (A) and central area (B), of Cuiaba district - MT, Brazil. NMP analysis
(more probable number) of termotolerants coliforms and enumeration of Escherichia
coli were done. Isolation and identification of Salmonella spp. analysis were
correlated with pH and temperature values of the meat. Samples analyzed come
from rump area (Tensor fasciae latae), beeing 40 samples for each establishment,
and a total of 80 ones. Results were evaluated before and after of the deboning
process in the those establishments related to NMP of termotolerants coliforms. This
process in wholesale houses, has no negative influence on the bacteriological quality
of the final product. Although 35% of the samples in the establishment (A) and 17.5%
in establishment B showed up high value for NMP after the deboning process. It had
significant statistics difference related to the bacteriological quality standard among
the studied areas, and isolation and identification of Salmonella for peripheric area

(A).

Key-words: Deboning process; rump; Salmonella spp.; Escherichia coli.



1 INTRODUCAO

O Brasil conta com o maior rebanho comercial bovino do mundo, com
populacdo estimada de 178.016.652, ultrapassando a Austrdlia e o0s EUA,
garantindo o “status” de maior exportador de carne bovina do mundo (IBGE, 2002).
O maior rebanho bovino do Brasil se encontra na regido Centro-Oeste, onde a
atividade da pecuaria € favorecida tanto pelo relevo, com extensas areas planas,
quanto pela vegetacdo, com predominancia em campos, sendo o estado do Mato-
Grosso 0 maior criador e produtor do rebanho bovino nacional, com 24 milhdes de
cabecas (SECOM/MT, 2004).

Os produtos de origem animal, em especial a carne bovina, sdo alimentos
amplamente consumidos, sendo o consumo interno per capta da carne bovina no
Brasil de 36,2 Kg/hab./ano (IBGE, 2002). Contudo, uma maior expansdo neste
segmento de mercado tem sido dificultada pela reducéo da vida util decorrente de
alteracOes fisiologicas, bioquimicas e microbiolégicas deste produto (BORGES e
FREITAS, 2002). Dessa forma, a carne bovina consumida é considerada de baixa
qualidade, consequéncia de uma série de fatores que ocorrem desde a producao até
a comercializacdo no mercado varejista.

Devido o seu elevado valor biolégico, a carne serve de substrato para a
multiplicacdo de inimeros microrganismos, sendo muitos os fatores que podem
favorecer a multiplicagdo microbiana, tais como as diversas operagdes que a carne
sofre antes da sua comercializacdo, que podem comprometer a qualidade do
produto final. Caso essas operacdes ndo sejam realizadas dentro dos padrbes
higiénico-sanitarios, pode, transformar-se em fontes de veiculacdo de

microrganismos.
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A carne esta exposta as contaminacbes em todas as fases do seu
processamento tecnoldgico, particularmente nas operacbes em que €é mais
manipulada e sempre que ndo sao tomados cuidados especiais com O
condicionamento da atmosfera em volta dela (PARDI et al., 2001).

Segundo James, 1996 a carne é submetida a condi¢cdes impréprias em todas
as etapas da cadeia produtiva, ressaltando ao nivel de distribuicdo e
comercializagdo no qual, varios elos frageis da cadeia do frio industrial séo
frequentemente rompidos.

Outra etapa realizada antes da comercializacdo e de extrema importancia, é a
desossa, pratica relativamente comum as grandes redes de supermercados. Esta
etapa pode tornar-se fonte de veiculacdo de doenca transmitida por alimento
enfermidade transmitida por alimento (ETA) principalmente quando n&o sado tomados
cuidados higiénico-sanitarios adequados.

Muitos sdo os microrganismos que podem ser encontrados na carne bovina
como a Salmonella spp, Shigella spp, Escherichia coli, Staphylococcus spp,
Streptococcus spp, Pseudomonas spp, Achoromobacter spp, entre outros (NORTJE
e NAUDE, 1981; PARDI et al., 2001).

Um dos objetivos do presente trabalho € a avaliacdo bacteriolégica da carne
bovina recebida ao nivel de mercado retalhista, bem como a influencia do processo
de desossa da mesma no mercado varejista do municipio de Cuiaba — MT. Com a
finalidade de se verificar se o processo de desossa da carne bovina em
estabelecimentos comerciais influencia na qualidade bacteriolégica do produto final.
Para tal serdo utlizados como parametros a enumeragcdo de coliformes
termotolerantes (E. coli) e o isolamento e identificagdo de Salmonella spp.

Procurou-se neste trabalho promover a comparacdo entre a qualidade
bacteriologica e parametros fisico-quimicos (pH e temperatura) da carne bovina
recebida e posteriormente desossada em dois estabelecimentos comerciais,
localizados em é&reas distintas (geograficamente e/ou economicamente) do referido

municipio.



2 REVISAO DE LITERATURA

A carne constitui um alimento nobre para o homem, devido seu fornecimento
de energia, sua funcdo plastica na formagcdo de novos tecidos organicos e a
regulacao de processos fisiolégicos (PARDI et al., 2001).

A proteina é 0 componente mais importante da carne, ndo sO pela
guantidade, mas devido o seu elevado valor nutritivo. Alguns dos aminoacidos que
formam as proteinas da carne sao essenciais na dieta, por serem fornecidos pelo
alimento, mas ndo séo sintetizados pelo organismo. Essa habilidade de fornecer
aminoacidos essenciais em elevadas percentagens, faz da carne um alimento de
elevado valor biologico (BRESSAN et al., 1999).

Um dos principais constituintes da carne, segundo Valle, 2000, é a gordura,
que contribui na dieta humana como uma fonte de energia altamente concentrada,
através dos acidos graxos saturados e insaturados. Os acidos graxos insaturados
como o oléico, linoléico e araquiddnico sdo essenciais para a saude das criancas.
Enquanto o corpo pode produzir acido oléico a partir de precursores saturados, ele
ndo pode produzir os demais acidos graxos essenciais, a hdo ser que um deles seja
fornecido pela dieta.

Quando cozida, a carne magra é facilmente digerida e fornece nutrientes que
contribuem significativamente para um equilibrio dietético das refei¢des, visto que
cada 100 g de carne magra cozida fornece 50% das proteinas, 35% de ferro (Fe ™),
25 a 60% de vitaminas do complexo B e 10% das calorias recomendadas ao dia
(BRESSAN et al., 1999). A ingestdo diaria de carne bovina € importante, uma vez
gue uma pequena quantidade da mesma fornece boas quantidades de cada

nutriente exigido diariamente.
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No Brasil, a carne ocupa lugar de destaque na dieta da populacéo,
afigurando-se como um produto que faz parte da mesa do consumidor, embora
apresentando variagdes, em decorréncia da crise financeira por que vem passando 0
Pais (BRASIL, 1990). Bressan et al., 1999, afirmam que o consumo per capta de
carne bovina no Brasil e em outros paises em desenvolvimento esta associado a
fatores culturais e ao preco do produto. Pardi et al., 2001 caracterizam o nivel de
consumo de proteina de origem animal, em especial as da carne, como elemento
indicativo de desenvolvimento s6cio-econémico de um povo.

Entre os paises que mais consomem carne no mundo, com cifras acima de 90
Kg/hab./ano estdo os EUA, a Dinamarca, Canada e Hong Kong. Com Valores de
consumo entre 70 a 90 Kg/hab./ano estdo a Argentina, Holanda, Australia, Franca e
Alemanha. Consumindo totais abaixo de 70/Kg/hab./ano estéo o Brasil, Reino Unido,
Japao, China e Arabia Saudita (BRESSAN e PEREZ, 2001).

A carne bovina quando adequadamente processada a partir de matéria-prima
de boa qualidade, obtida sob condicdes higiénico-sanitarias satisfatorias,
armazenada e transportada convenientemente, é seguramente uma fonte de saude
imprescindivel ao ser humano. Porém, quando os padrdes sanitarios de qualidade
ndo sdo observados, esta, torna-se veiculo de enfermidades, ndo so pela presenca
de metais pesados, parasitos, virus, metabdlitos toxigénicos de fungos, mas também
devido a presenca de bactérias patogénicas e/ou suas biotoxinas, causando graves

quadros de toxinfec¢Oes alimentares (EIROA, 1989).

2.1 FATORES QUE INFLUENCIAM O ESTADO DE CONSERVACAO DA CARNE
BOVINA

Sendo a carne uma das fontes béasicas de proteina animal, devido o seu
elevado valor biolégico, torna-se extremamente susceptivel ao processo de
deterioracdo, necessitando da aplicacdo de procedimentos de conservacdo e
armazenamento imediatamente ap0s o abate. InUmeros procedimentos e técnicas
sdo usados para conservacao dos produtos carneos tais como a aplicacdo do frio
industrial, aplicacdo do calor, o processo de desidratacdo, emprego da energia
ionizante, aplicacdo de atmosferas modificadas, aplicacdo de substancias quimicas,

alta pressdo hidrostatica, entre outras (SCHULZE, 2003). Todas apresentam
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beneficios e limitagdes. Iremos deter-nos a aplicacdo do frio industrial, como fator
coadjuvante na obtencdo do aumento da vida Gtil dos produtos carneos.

Segundo Pardi et al., 2001 a frigorificagdo ou tratamento pelo frio artificial ou
industrial, constitui a técnica mais generalizada de conservacao de carnes, quer
preservando-as como recurso estacional, quer garantindo seu transporte a distancia
ou possibilitando seu uso ulterior na industrializacdo ou consumo. James, 1996,
considera o processo de refrigeracdo como 0 processo mais importante no controle
da multiplicacdo de microrganismos patogénicos no alimento.

Para que a aplicacéo do frio seja eficiente, faz-se necessario que o produto, a
ser aplicado o frio, esteja em bom estado de conservacao e este procedimento seja
rapido e continuo (ROSSET, 1994).

Lima, 1998 constatou que muitos elos do ciclo do frio da carne bovina sao
freqientemente rompidos, provocando a perda da qualidade e salubridade de tal
produto, ao acompanhar a comercializacdo da carne bovina no Estado do Ceara e a
vigéncia da Portaria 304/96 (BRASIL, 1996). Tal autor estabelece ainda que em uma
parcela da carne bovina comercializada no referido Estado, ndo se aplicava o frio
industrial logo ap06s o abate, devido a incapacidade numérica de camaras frias
dentro dos frigorificos. Observou-se também a nao continuidade do frio ao longo do
transporte e distribuicdo até o mercado varejista. Possivelmente, a carne bovina que
chega ao mercado varejista obtida desta forma, torna-se um alimento
potencialmente capaz de causar ETA. Roca, 2000, enfatiza a necessidade de
manutencao, da carne fresca, em temperaturas de refrigeracdo, que comeca com o
resfriamento da carcaca logo ap0s o abate e continua no transporte, manipulacdo e
exposicdo de cortes a venda e no armazenamento destes cortes na geladeira do
consumidor.

Rosset, 1994, bem como Bresssan e Perez, 2001, ddo énfase a necessidade
de manutencgéo da cadeia do frio em todas as etapas da cadeia produtiva da carne,
assegurando a salubridade da mesma, visto que em temperaturas abaixo de 3°C
reduzem drasticamente os riscos de multiplicacdo de bactérias patogénicas,
responsaveis por ETA.

Os perigos para a saude publica devido a microbiota patogénica da carne
bovina podem ser minimizados, caso 0s processos de refrigeracdo e temperatura de

estocagem sejam aplicados e mantidos adequadamente (GILL, 1996b).
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Ainda com rela¢do a microbiota da carne bovina, Panting, 1998, assinala que
€ preciso considerar que alguns microrganismos potencialmente capazes de causar
ETA podem multiplicar-se a temperaturas superiores a 3°C e que na pratica
geralmente, a carne ndo é submetida a uma adequada refrigeracdo durante sua
distribuicdo. Neves Filho, 2001, ressalta que independentemente do ponto da cadeia
do frio onde ocorreu uma elevacdo de temperatura, ter-se-4 uma alteracdo
indesejavel na qualidade cumulativa, sem recuperacdo da carne, mesmo que se
reduza a temperatura em niveis ainda mais baixos.

Segundo James, 1996, deve-se ter atencdo especial a todos aspectos da
cadeia do frio, comecando com a refrigeracéo inicial das carcacas, sendo esta etapa
considerada de significativa importancia na perda de peso, prazo de vida comercial e
qualidade da carne. Afirma ainda que um dos pontos frageis da cadeia do frio é o
local de entrega, onde a carne é transferida para os retalhistas, devido as inUmeras
oscilacbes de temperatura a que a carne € submetida além da temperatura de
exposicao nos locais varejistas ser frequentemente elevada, acima de 10° C.

Segundo Gill, 1996b, o caminhdo que realiza o transporte da carne bovina até
o0 mercado varejista dever ser refrigerado, com a temperatura interna na faixa de 2°C
a 4°C para que o produto, em nenhum momento durante o transporte, atinja a
temperatura superior a 7°C.

De acordo com o fluxograma para producdo e processamento da carne
bovina fresca (ICMSF, 1997), o resfriamento da meia carcaca e o transporte da
mesma sao considerados pontos criticos de controle eficiente e ndo absoluto,
respectivamente. O mesmo fluxograma caracteriza a etapa de corte e desossa como
etapa de menor contaminagao.

A transferéncia da etapa de desossa dos frigorificos para as casas retalhistas
(acougues, entrepostos, supermercados), da margem para 0 surgimento de uma
etapa extremamente comprometedora para a qualidade microbiolégica da carne
bovina, o transporte da mesma. Esta etapa € considerada um ponto critico de
controle a ser monitorado (APPCC, 1997), devido as constantes oscilacbes de
temperatura, umidade e atmosfera (quebra do ciclo do frio), assim como pelo
surgimento da figura do “lombador”, individuo que transporta a meia carcaca do
caminh&o até o interior do estabelecimento retalhista na suas costas (Foto 01).

O transporte de carne com 0sso, sob a forma de quartos, e a desossa dessas

pecas em acougues e supermercados parecem constituir inconvenientes de ordem
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higiénico-sanitaria e desperdicio econémico. O manuseio inadequado e anti-
higiénico dos quartos e de pecas “nuas” até o mercado varejista desvirtua todos os
cuidados dispensados ao produto ainda no matadouro ou nos entrepostos (BRASIL,
1990).

Nos ultimos anos a desossa ndo ficou restrita apenas aos matadouros
frigorificos ou aos agougues, onde a carne era desossada sem qualquer fiscalizacéo
e com as minimas condi¢des de higiene dos estabelecimentos (PARDI et al., 2001).
Atualmente, a desossa ja se tornou uma pratica relativamente comum as grandes
redes de supermercado, onde as meias carcacas chegam em cortes como quarto
traseiro e quarto dianteiro; e em salas apropriadas sdo desossadas. Por ser uma
pratica relativamente nova, ainda ha pouca pesquisa verificando a influéncia da
desossa na qualidade bacteriolégica do produto final.

Com objetivo de regulamentar e manter o mesmo padrdo de qualidade da
carne bovina desossada em casas atacadistas, o Ministério da Agricultura Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) aprovou a Portaria 304/96 (BRASIL, 1996), posteriormente
a 145/98 (BRASIL, 1998), implantando a obrigatoriedade aos estabelecimentos que
visam realizar desossa em suas instalacdes, obter autorizacdo junto ao MAPA,
desde que apresente projeto para transformagdo em entreposto com desossa
aprovada.

James, 1996 chama a atencdo também para a temperatura de
comercializacdo da carne bovina nos mercados varejistas. Este autor acrescenta
ainda como outro elo fragil da cadeia do frio, a temperatura de exposi¢do da carne
bovina nos balcdes frigorificos, visto que em sua pesquisa oscilou entre 5°C a 20°C,
resultando em temperatura do produto entre 6°C a 12°C. Segundo Nottingham,
1982, nos Estados Unidos da América os supermercados tem particular importancia
na deterioracdo da carne por acdo microbiana, devido a falta adequada da cadeia do
frio.

Os autores Veras, Blum e Silva, 2001 constataram em sua pesquisa,
coletando amostras de carne bovina de supermercados e acougues localizados em
bairros de baixo e alto poder econémico na cidade do Rio de Janeiro, que as
amostras obtidas nos estabelecimentos localizados nos bairros de baixo poder
econdmico foram superiores aos padrbes legais. Sobreiro et al, 2003 em sua
pesquisa verificando a relacdo entre a qualidade dos produtos de origem animal

comercializados no mercado varejista e o nivel sdcio-econémico do consumidor,
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verificaram que a temperatura das amostras de produtos de origem animal
comercializados nos acougues de nivel soécio-econdémico inferior apresentaram
temperaturas superiores as amostras obtidas nos bairros de nivel sdcio-econémico
superior, porém os resultados foram contrarios nas amostras obtidas em
supermercados.

De acordo com Forrest et al.,, 1979, a velocidade de resfriamento e a
temperatura de armazenamento da carne, bem como o pH final da mesma, sao os
fatores que mais influenciam sobre o prazo de vida comercial da carne bovina.

O pH é considerado um importante determinante do crescimento microbiano,
sendo a acidificacdo da carne bovina uma excelente barreira ao processo de
deterioracédo (LAWRIE, 1979).

Segundo Bartels et al., 1971, o pH expressa a concentracdo de ions
hidrogénio livres no musculo. A capacidade de conservacdo da carne depende do
curso da acidificacdo apds o sacrificio do animal. A determina¢do do pH é indicada
para ter uma idéia do estado de conservacao da carne fresca.

Thornton, 1969 bem como, Forrest et al., 1979, afirmam que a queda do pH
muscular, em consequéncia do acumulo de acido lactico é produzida a partir do
glicogénio durante a glicolise anaerdbica. Lawrie, 1979, considera este
comportamento bioquimico como um dos fendmenos pos- mortais mais significativos
que acontecem no musculo durante sua conversdo em carne. Os autores supra
citados citam que em bovinos recém abatidos, o pH da carne é aproximadamente
7,0 caindo para 5,6 — 5,7 apds seis a oito horas do abate, alcancando o pH final de
5,3 a 5,7 aproximadamente 24 horas ap0s o abate.

A queda de pH e da temperatura durante o processo de rigor mortis das
carcacas dos animais de acougue influenciam diretamente na qualidade da carne
(SWATLAND, 1984).

O grau de atividade muscular anterior ao sacrificio influencia a quantidade de
glicogénio muscular armazenado no momento do sacrificio. Em animais exaustos, o
glicogénio pode estar quase totalmente esgotado de forma que a glicolise post
mortem e os valores finais do pH séo altos em relagéo a carne obtida de animais que
nao foram submetidos a situagoes de “stress” (ibid).

Segundo o Laboratério Nacional de Referéncia Animal - LANARA (BRASIL,
1981) considera-se como carne apta para consumo, aquela com valor de pH entre

5,8 a 6,2 e para consumo imediato a carne que apresente pH até 6,4 e valores
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acima deste ultimo, em estagio inicial de decomposicao. Silva, 1988, estabelece uma
faixa de pH de 5,6 a 6,0 para carne considerada boa para 0 consumo e as que
apresentam-se na faixa de 6,0 a 6,4, apesar de serem ainda consideradas em
condicbes de consumo, 0 autor sugere a aplicagcdo de outras provas antes de sua
liberacdo ao consumo.

Com base no Regulamento de Inspecéo Industrial e Sanitario de Produtos de
Origem Animal — RIISPOA (BRASIL, 1997) no seu artigo 847, estabelece os valores
de pH entre 6,0 e 6,4, sem prejuizo da apreciacdo dos caracteres sensoriais, para
carne ainda em condi¢cGes de consumo.

Falhas durante a obtencéo da carne bovina (pH elevado devido a exaustdo do
glicogénio muscular durante as operacdes de pré abate, aplicacdo inadequada ou
insuficiente do frio imediatamente apds o abate e nos demais elos da cadeia),
resultam em perda da qualidade e reducéo do prazo comercial deste produto.

Os alimentos sao frequentemente utilizados como substrato para o
desenvolvimento de varias espécies de microrganismos. A pesquisa de bactérias
patogénicas e/ou indicadoras de condi¢cdes higiénico-sanitarias auxiliam na
verificacdo da qualidade do alimento consumido (Lirio et al., 1998).

Dentre os microrganismos que sao normalmente utilizados como “indices de
qualidade e seguranca do alimento”, a legislacao brasileira, Resolucdo RDC n°® 12 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (BRASIL, 2001) exige para
carnes in natura apenas a auséncia de Salmonella spp. Contudo, no presente
trabalho optou-se pela determinacdo do numero mais provavel de coliformes
termotolerantes, com enumeracao direta de Escherichia coli, como indicativo de
contaminacdo fecal, além do isolamento e identificacdo de Salmonella spp prevista
pela legislacéo vigente.

Segundo a Organizacao Mundial de Saude (OMS) a salmonelose figura como
uma das mais importantes enfermidades transmitidas por alimentos, seja pelo
namero de pessoas afetadas, complicacbes e seqlielas da doenca, quantidade e
volume de produtos alimenticios contaminados, seja pela perda econémica com
tratamento médico/hospitalar ou reprocessamento/distribuicdo de alimentos (KAKU
et al., 1995).

Como microrganismo indicador, a presenca de Escherichia coli nos alimentos
em quantidades elevadas é utilizada para indicar a possibilidade de contaminacao

fecal e da presenca de outros microrganismos enteropatogénicos (FRANCO, 2002).
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2.2 DOENCAS TRANSMITIDAS POR CONSUMO DE PRODUTOS CARNEOS

As suas qualidades nutricionais, o elevado conteudo hidrico e o pH elevado,
préximo a neutralidade, fazem da carne bovina um meio de cultura ideal para
numerosos microrganismos (CARVALHO, 2001; BORGES e FREITAS, 2002).

De acordo com Leitdo, 2003, ao longo do processamento industrial, indmeros
fatores contribuem, em maior ou menor intensidade para o aumento e diversificacédo
dessa microbiota contaminante. O mesmo autor considera que a carga microbiana
do produto final, independente de sua natureza, € resultante do somatorio de fatores
atuantes nas inumeras etapas do processo, 0s quais poderiam ser sintetizados em:
condicbes de criacdo, adequacidade do transporte dos animais, condicfes de
manutencdo pré-abate, sangria, esfola e evisceracdo, lavagem das carcagas,
refrigeracao, transporte das carcacas, corte e embalagem do produto final.

Devido a sua capacidade como substrato para 0S microrganismos e ao
namero elevado de operacgdes inerentes ao processamento industrial e também da
intensidade do manuseio ao longo do processo, as carnes normalmente apresentam
nameros elevados de contaminantes microbianos, potencialmente patogénicos ou
nao (FLISS, SIMARD e ETTRIKI, 1991b).

Gill e Newton, 1982, verificaram que a maior parte da microbiota da carne in
natura encontra-se na superficie da carcaca. Para, Nottingham, 1982, bem como,
Dickson e Anderson, 1992, o tecido muscular bovino, logo depois do abate, é
praticamente estéril. Dainty e Mackey, 1992, afirmam que a contaminacdo da carne
ocorre, inevitavelmente, durante os processos que conduzem & sua obtencéao.

Os autores, Tompkin; McNamara e Acuff, 2001, relatam que a microbiota
superficial de carcacas recém abatidas encontra-se entre 10% a 10° bactéria/cm?,
sendo encontradas preferencialmente, bactérias mesofilas, originarias do trato
gastrointestinal e da superficie externa (pele) dos animais.

Segundo Fliss, Simard e Ettriki, 1991b, muitas enfermidades de origem
alimentar sdo atribuidas ao consumo de carne contaminada por microrganismos
patogénicos. A microbiota da carne crua € muito heterogénea, originaria do préprio
animal, solo, agua, manipuladores e equipamentos durante o processamento.

Em linhas gerais, a microbiota da carne é constituida por bactérias

psicrotroficas Gram negativas, ndo fermentativas, dos géneros Pseudomonas,
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Moraxella e Acinetobacter, ao lado das bactérias Gram negativas fermentativas da
familia Enterobacteriaceae e do género Aeromonas. Ja no grupo das bactérias Gram
positivas, destacam-se principalmente Lactobacillus sp e Brochothrix thermosphacta
(PARDI et al., 2001).

Ao lado das bactérias, deve-se destacar também a presenca de bolores, dos
géneros Penicillium, Cladosporium, Thamnidium, Mucor, Rhizopus, etc., e de
leveduras, principalmente dos géneros Candida e Rhodotorula (ICMSF, 1980).

Com relagdo a presenca de microbiota patogénica na carne, pode-se destacar
principalmente Salmonella, Yersinia enterocolitica, Clostridium perfringens,
Escherichia coli, Campylobacter jejuni, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes e Clostridium botulinum (ibid).

Segundo Satin® (1999, apud SCHULLER, 2000), a toxinfecc&o alimentar é um
termo geral que se aplica a todas as gastroenterites de origem alimentar, referindo-
se a irritacdo e inflamacdo do trato digestivo. A gastroenterite € o resultado da
ingestdo de alimentos que contém cargas virulentas de microrganismos patogénicos
ou de suas toxinas.

Véarias sédo as divergéncias em relacdo a classificacdo das toxinfeccdes,
segundo ainda o mesmo autor, sdo classificadas em trés categorias: as infeccoes
alimentares, as intoxicacdes e as toxicoinfecgbes alimentares. A primeira refere-se
aos casos em que a vitima ingere uma quantidade de microrganismos suficiente
para sua multiplicacdo dentro do organismo, ou seja, uma dose infectiva. Como
exemplo podemos citar a Salmonella spp, Shigella spp e Campylobacter spp. A
segunda refere-se aos casos em que 0 paciente ingere as toxinas produzidas pelo
microrganismo, tais como, por Staphylococcus spp ou Clostridium botulinum. As
toxicoinfeccbes sdo o resultado da interacdo das duas anteriores, isto é, o paciente
ingere um alimento contendo uma dose infectiva de microrganismos patogénicos e
uma vez a infeccdo instalada, estes comegam a multiplicar-se rapidamente e a
produzir toxinas. Exemplificada por Clostridium perfringens, a Escherichia coli e o
Vibrio cholerae.

Neste mesmo contexto, Silva Jr., 2002, considera apenas dois quadros de
gastroenterite, a intoxicagdo alimentar, que ocorre devido a ingestdo de toxinas

produzidas pelos microrganismos nos alimentos e a infecgao alimentar, devido a

1 SATIN, M. Food Alert! The ultimate sourcebook for food safety. New York: checkmark books; 1999.
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multiplicacdo ou esporulacdo dos microrganismos no intestino, com utilizacdo dos
nutrientes na luz intestinal, em que ocorre agressao ao tecido epitelial, com ou sem
producéo de toxinas.

Devido a variedade e a extensdo das enfermidades de origem alimentar,
nenhum pais é capaz de fornecer informacdes precisas sobre a incidéncia e
prevaléncia de tais enfermidades, mesmo em paises que possuem programas de
supervisao dos casos, a maioria das informagdes sé&o coletadas na ocorréncia de
pequenas notificacbes. Em paises industrializados, o0s casos notificados
provavelmente somam menos de 10% da real incidéncia, mas em paises em
desenvolvimento, a ndo notificacdo € muito maior, sendo estimado que menos de
1% dos casos de enfermidades de origem alimentar sdo notificados (MOTARJEMI et
al., 1995).

Segundo uma estimativa feita pelo CDC, em 1993, nos Estados Unidos, as
enfermidades alimentares acometem 6,5 milhdes de pessoas e ocasionando 9.000
mortes anualmente. No Brasil, os dados relacionados a enfermidade alimentar séo
vagos e nao refletem a real problematica dos poucos casos notificados. Em alguns
Estados, como no Parana, a Secretaria do Estado de Saude e Bem Estar Social
desenvolveu um programa de investigacao epidemioldgica das doencas transmitidas
por alimentos, desde 1982.

De acordo com Pardi et al., 2001, a carne e seus derivados constam entre 0s
alimentos que mais preocupam a humanidade, em razdo dos riscos que oferecem,
riscos estes que, quando de natureza microbiana, decorrem ndo apenas de
enfermidades transmissiveis ao homem pela ingestdo de alimentos infectados, ou
pelo simples contato com fontes de contaminacdo, mas também devem-se as
toxinfeccbes alimentares e as micotoxicoses, bem como 0s virus transmitidos pela
carne.

Frente a essa problematica, Fortuna, 2002, ressalta que a ndo utilizacdo das
medidas higiénico-sanitarias podera, consequentemente, levar uma contaminagao
em qualquer tipo de alimento, como os alimentos de origem animal, em especial a

carne bovina, que é enquadrada como um alimento de alto risco epidemiolégico.
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2.3 TAXONOMIA, CARACTERISTICAS DE CRESCIMENTO E COMPORTAMENTO
FENOTIPICO DA Salmonella spp

O género Salmonella spp pertence a familia Enterobacteriaceae sé&o
bastonetes Gram negativos, oxidase negativos, anaerdbicos facultativos,
apresentando metabolismo fermentativo e oxidativo dos carboidratos, sendo a
maioria das cepas méveis devido aos flagelos peritriquios (LE MINOR, 1984; HOLT
et al, 1994). Seu tamanho varia de 0,3 — 1 um de comprimento (VARNAM e EVANS,
1996). As bactérias do género Salmonella sdo catalase positivos, indol e Voges-
Proskauer negativos, vermelho de metila e citrato de Simmons positivos.
Descarboxilam a lisina e ornitina, descarboxilam e dehidrolizam a arginina. Produz
H,S, ndo h& hidrdlise da uréia e a utilizacdo do malonato é variavel (LE MINOR,
1984; HOLT et al, 1994).

De maneira geral, as salmonelas crescem em faixa de temperatura de 5°C a
45°C, com temperatura 6tima de 37°C. Crescem em pH na faixa de 4,5 a 9,0 valores
abaixo do primeiro e acima do segundo séo considerados bacteriostaticos para o
microrganismo, sendo considerado pH 6timo para seu crescimento entre 6,5 e 7,5.
Crescem em alimentos com até 0.93 de atividade de agua (VARNAM e EVANS,
1991), porém desenvolvem-se melhor em valores de atividade de agua de 0,94 a
0,99 (GLEDEL, 1994).

Resistem bem as temperaturas de refrigeracdo, no entanto, o congelamento
provoca uma reducédo significativa, do nimero de germes, mas nunca a destruicao
completa (GLEDEL, 1994; SILVA, 2000).

A classificacdo da Salmonella € muito complexa e, apesar das inumeras
discusso@es, ao longo de varios anos, ainda ndo existe um consenso definitivo.

A classificacdo deste microrganismo mediante a analise antigénica, baseia-se
no trabalho de Kauffmann e White, conhecido com “Esquema de Kauffmann e White”
(JAY, 1994). Mediante este esquema, 0 género Salmonella, pode se diferenciar em
sorotipos, em funcéo das estruturas antigénicas de suas cepas. Distinguem-se em:
Antigenos somaticos (antigeno O), antigenos de cobertura (antigenos capsulares —
K) e os antigenos flagelares (antigenos H). Os antigenos sométicos sdo antigenos
da parede bacteriana, de natureza lipopolissacaridica (LPS). S&o termoestaveis e
alcoolacido resistentes. Os antigenos capsulares sdo 0s Unicos que possuem o

antigeno de viruléncia (Vi) que existe na Salmonella typhi, paratyphi C e dublin. Por
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altimo, os antigenos flagelares, que sdo antigenos constituidos por uma unica
proteina, a flagelina, cuja composicdo em aminoacidos é constante para um tipo
antigénico determinado (GLEDEL, 1994).

Com base na pesquisa de Le Minor, Veron e Popoff, 1982, novas propostas
foram feitas acerca da nomenclatura e classificacdo das salmonelas, de acordo com
os estudos referentes as caracteristicas fenotipicas e genotipicas, principalmente da
hibridacdo do &cido desoxirribonucleico (ADN). Tais investiga¢fes, indicaram que 0
ADN da Salmonella cholerae suis, S. typhi e S. enteritidis sdo estreitamente
relacionados compreendendo, portanto, subespécies mais do que propriamente
espécies. Os mesmos autores, propuseram que todas as bactérias do género
Salmonella, pertencessem a uma Unica espécie, Salmonella choleraesuis,
subdividida em seis subespécies: S. choleraesuis subsp. choleraesuis (subgénero I),
S. choleraesuis subsp. salamae (subgénero Il), S. choleraesuis subsp. arizonae
(subgénero Il monofasico), S. choleraesuis subsp. diarizonae (subgénero Il
difasico), S. choleraesuis subsp. houtenae (subgénero IV) e S. choleraesuis subsp.
bongori (S. bongori e estirpes relacionadas).

Com objetivo de melhorar a percepcao da existéncia de uma soO espécie, Le
Minor e Popoff, 1987, em substituicdo a Salmonella cholerae suis, propuseram a
designacédo Salmonella enterica subsp. enterica (encontrada em animais de sangue
qguente), Salmonella enterica subsp. salamae (isolada do ambiente, animais de
sangue frio e algumas vezes também de animais de sangue quente), Salmonella
enterica subsp. arizonae e diarizonae (isolada de animais de sangue frio e aves;
formalmente membros monofasicos e difasico, respectivamente), Salmonella
enterica subsp. houtenae (isolada do ambiente e em animais de sangue frio), e
indica (isolada de animais de sangue quente).

Segundo Popoff e Le Minor? (1997, apud LAZARO, 1999) tomando-se ainda
como exemplo a Salmonella typhimurium estabeleceu-se a designagédo Salmonella
enterica subespécie enterica sorovar typhimurium. Desta forma, na pratica clinica, os
nomes da espécie e subespécies nao necessitam ser indicados, sendo representado

por Salmonella sorovar typhimurium ou simplesmente, Salmonella typhimurium.

2 Popoff, M.Y.; Le Minor, L. Taxonomie du genre Salmonella. In: Formules antigeniques des serovars
de Salmonella. WHO collaborating Centre for Reference on Salmonella. Instituto Pasteur - Paris,
7éme Révision. 1997. 4-7p.
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2.4 IMPORTANCIA DA Salmonella spp EM SAUDE PUBLICA

As bactérias do género Salmonella spp sédo agentes frequentes de surtos de
Enfermidades Transmitidas por Alimentos. Por ser um microrganismo entérico, pode
estar presente no intestino de animais de sangue quente e mais raramente, também
nos de sangue frio (FRANCO e LANDGRAF, 1996). Em funcéo de sua capacidade
de disseminacdo no meio ambiente, esta bactéria pode ser isolada de locais
variados e diferentes (aguas doces superficiais, costa maritima, carnes de animais,
pescados, verduras, ovos, etc.) e consequentemente, de diversas matérias primas
alimentares. Pode ainda ser veiculada pelo proprio homem, neste caso na condi¢cao
de portador assintomatico (JAKABI et al., 1999).

Silva, 2000, define a salmonelose como a infec¢cdo provocada pela ingestéao
de alimentos contaminados com um numero significativo, de qualquer espécie de
Salmonella.

As doencas causadas por Salmonella spp costumam ser subdivididas em trés
grupos: a febre tiféide, causada por Salmonella typhi, as febres entéricas, causadas
por Salmonella paratyphi (A, B e C) e as enterocolites (ou salmoneloses), causadas
pelas demais salmonelas (FRANCO e LANDGRAF, 1996).

Os sorotipos das salmonelas podem estar estritamente adaptados a um
hospedeiro particular ou podem ser ubiquitarios. O homem é o Unico reservatorio
natural de S. Typhi e S. paratyphi A, B e C. Alguns sorotipos sdo adaptados a uma
determinada espécie animal, como € o caso da S. abortusovis (carneiro) e a S.
gallinarum (aves), enquanto que outros podem infectar indiferentemente o homem e
uma grande variedade de animais, como € o caso da S. typhimurim, responsavel por
graves infec¢des de origem animal (BARRETO e VIEIRA, 2002).

Levantamentos realizados nos Estados Unidos, onde o0s surtos sé&o
notificados de forma mais sistematizada revelam que, no periodo de 1988 a 1992,
ocorreram 549 episodios por Salmonella spp, representando 69% do total de
notificacdes. Nos paises da Europa, os dados existentes revelam situacéo
semelhante a descrita para os Estados Unidos. Apesar da existéncia de sistema
para notificacdo de doencas alimentares, nos paises citados, assim como o Japéo e

Canada, reconhece-se que os dados existentes ndo retratam a totalidade de surtos
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por esta etiologia. No Brasil, onde tal sistema é incipiente, com excec¢édo do Estado
do Parana, os relatos sdo ainda muito escassos (JAKABI et al., 1999).

De acordo com o FDA, 1996, a incidéncia de salmonelose demonstra
crescimento tanto nos Estados Unidos como em paises industrializados. Os casos
reportados de salmonelose nos Estados Unidos, excluindo os casos de febre tiféide,
nos anos de 1988 a 1995, demonstram esse aumento.

Segundo Barreto e Vieira, 2002 a cada ano surgem, aproximadamente
800.000 a quatro milhdes de novos casos de Salmonella spp e resultam em 500
mortes nos Estados Unidos, sendo as criancas as que mais freqientemente
contraem a bactéria.

Silva, 2000, ressalta que devido a presenca constante deste microrganismo
no trato intestinal de animais de agougue, a sua incidéncia em carne € relativamente
alta, sendo que a quantidade encontrada varia de acordo com as condi¢cdes de
manejo durante a criacdo e com os cuidados higiénicos nas operacfes de abate dos
animais e posterior contaminacao das carcacgas. A contaminagao pode ocorrer ainda,
nos postos de venda, em funcdo de exposicdo e manuseio inadequados. Segundo
Almeida, Goncgalves e Franco, 2002 a presenca de salmonelas em tecidos
musculares deve-se, muitas vezes, a praticas inadequadas de obtencdao,
processamento e comercializacdo da carne. Este patégeno representa um fator de
risco & saude publica, particularmente a populacdo de baixa renda, que consome
carnes provenientes de estabelecimentos com condi¢cdes operacionais de grande
precariedade.

Pela legislacao brasileira, de acordo com a Resolugdo RDC n° 12 (BRASIL,
2001) que dispde sobre as normas e padrbes de controle microbiol6gico para
produtos de origem animal, a presenca deste germe bacteriano em 25 gramas do
produto, torna o alimento impréprio para 0 consumo humano. Entretanto, existe uma
quantidade necesséria para a ocorréncia da doenca humana. A dose infectante pode
variar em funcéo do sorotipo e da afinidade dos mesmos a determinadas espécies
animais, como por exemplo, menos de 10 células da S. typhi, exclusivamente
humana, € suficiente para desencadear doenca no homem, enquanto Ssao
necessarias 10/ g da Salmonella pullorum, adaptada as aves, para causar a
infeccdo do homem (JAY, 1994).

Apesar da Salmonella spp ser um microrganismo potencialmente capaz de

causar infeccdes alimentares, o0 mesmo é facilmente destruido quando submetido a
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temperaturas de 66,6°C/15 minutos (SILVA, 2000). Porém a grande preocupacao
com este germe é devido a possibilidade sempre presente de ocorrer contaminacao
cruzada, no preparo final de alimentos, principalmente de alimentos que sé&o
ingeridos sem tratamento térmico (KAKU et al., 1995). Apesar de ser considerada
um microrganismo de ampla disseminacéo, e ser capaz de se difundir com facilidade
pelos alimentos a partir de um produto contaminado (PERESI et al., 1998), as
salmonelas sdo encontradas em pequenas quantidades nos alimentos, pois ndo sao
boas competidoras e por serem fortemente inibidas pela microbiota lactica, conforme
relata Gledel, 1994, bem como pelas demais bactérias deteriorantes e/ou
patogénicas (PINTO, 2000).

O isolamento de Salmonella em alimentos apresenta um problema para os
bacteriologistas, pelo baixo numero de microrganismos presentes, associado a
microbiota bacteriana mista e mais numerosa. Técnicas de cultura convencionais
para o isolamento a partir do alimento, envolvem etapas de pré-enriquecimento nao
seletivo, enriquecimento seletivo, plaqueamento seletivo em meios indicadores
seletivos, confirmacdo preliminar, provas bioquimicas e sorolégicas (D’AOUST,
1984). Apesar de nos ultimos anos muitos métodos com tecnologias avancadas
terem surgido para diagnosticar Salmonella em alimentos, o método tradicional
classico, apesar de sua morosidade e labor, continua sendo amplamente utilizado
em laboratérios de monitoramento de Salmonella nas industrias de alimentos e sua
eficiéncia representa confiabilidade nos resultados obtidos e a seguranca nos
programas de controle desta bactéria (GIOMBELLI e SILVA, 2001).

2.5 EPIDEMIOLOGIA DA Salmonella spp

As salmonelas sdo amplamente distribuidas na natureza, sendo o trato
intestinal do homem e de animais o principal reservatorio natural. A infeccdo do
homem e dos animais € normalmente adquirida mediante ingestdo de alimentos
contaminados por fezes contendo salmonelas (PARDI et al., 2001). A simples
presenca de salmonela ndo € suficiente para causar a doencga, sendo o niumero de
células necessario, dependente da viruléncia do sorotipo envolvido. Fatores ligados
ao hospedeiro como espécie, raca, idade, condicbes sanitarias, imunolbgicas e

nutricionais, também influenciam (PINTO, 2000).
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A distribuicdo geografica dos diferentes sorotipos € variavel, ndo sendo ainda
bem definida. Contudo alguns sorotipos apresentam uma distribui¢éo regional, como
a verificada para a S. derby (México); S. panama (Europa); S. weltewreden (Asia), S
virchow (Reino Unido e ex-Unido Soviética). Um dado epidemiolégico importante
sobre a Salmonella € o surgimento e subsequente desaparecimento de alguns
sorotipos em determinadas localidades (FRANCO e LANDGRAF, 1996).

O risco de se adquirir a infecgdo por Salmonella é obviamente maior onde os
padrdes de higiene sdo baixos e o clima é quente. As condicBes de alojamento
também podem influenciar no aumento de exposi¢cdo ao risco. A manutencdo do
nivel de higiene em determinados locais pode ser dificil de ser controlada, como a de
prisdes, creches, acampamentos e hospitais (VARNAM e EVANS, 1996).

Habitos alimentares podem influenciar consideravelmente a epidemiologia
das salmonelas, como o habito de ingestdo de alimentos crus ou insuficientemente
agquecidos (BARROS, PAVIA e PANETTA, 2002). Os alimentos & base de carne e
ovos sdo 0s principais veiculos da salmonelose humana, embora muitos outros
alimentos possam ser contaminados secundariamente (LIRIO et al., 1998).

Lazaro, 1999, ressalta, que de um modo geral a salmonelose € uma infeccao
de alta morbidade, porém de baixa mortalidade, resultando em perdas econdmicas
elevadas, devido a necessidade de cuidados médicos, hospitaliza¢cdes e queda de
produtividade do individuo acometido por esta enfermidade.

Jay, 1994, bem como, Silva, 2000, afirmam que o indice de mortalidade é
relativamente baixo, em média 4,1% dos individuos envolvidos vdo a oObito. A
mortalidade esta diretamente relacionada com a idade do individuo infectado; 5,8%
no primeiro ano de vida, 2,0% entre 1 a 50 anos e 15% nas pessoas com mais de 50
anos.

Dados do FDA, 1996, porém afirmam que o grau de mortalidade da febre
tifdide é de 10% comparado com menos de 1% com as demais salmoneloses. O
grau de mortalidade da S. Dublin € de 15% quando associado a septicemia em
idosos, ja a S. enteritidis tem demonstrado aproximadamente, um grau de
mortalidade em torno de 3,6%, em surtos ocasionados em hospitais e enfermarias,

particularmente envolvendo idosos.
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Segundo Campos® (1999, apud BARRETO e VIEIRA, 2002) apés a
recuperacdo de uma infeccdo por Salmonella spp, alguns pacientes permanecem
assintométicos, podendo contribuir para a disseminacdo dessa bactéria,
principalmente quando se trata de manipuladores de alimentos e, nesses casos, 0
diagndéstico deve ser monitorado por exames com coletas perioddicas. Barros, Pavia e
Panetta, 2002, relatam que o portador humano, manipulador em estabelecimentos
de alimentacdo, vem sendo citado como o maior responsavel por surtos de
salmonelose.

Na fase aguda da enfermidade, o microrganismo pode ser isolado em material
fecal. A presenca do microrganismo nas fezes diminui gradualmente, com reducéo
de mais ou menos 50% na segunda semana, cerca de 15% na quarta semana e
raramente perdura por mais de seis a oito meses. Os que continuam excretando
Salmonella s&o tidos como portadores (PARDI et al., 2001).

As bactérias restantes se localizam em certos locais dos intestinos, na
vesicula biliar, no figado e até nos rins, sendo excretadas continuamente. Esta
eliminacdo permanente de microrganismos pode perdurar por semanas, meses e
mesmo por anos. Aléem do homem, os animais passam a se comportar como
importantes reservatérios de microrganismo (ibid). Jay, 1994, considera que 5% dos
enfermos podem ser portadores do microrganismo depois de se curar da
enfermidade.

Segundo Germano et al., 2000, considerando-se o manipulador de alimentos
um veiculo de contaminacdo em potencial, uma vez que o portador assintomatico é
dificil de ser detectado, a implementagdo e a manutencdo do sistema de Analise de
Perigos e Pontos criticos de Controle (APPCC) e de Boas Préaticas de Fabricacéo

(BPF), séo ainda, a melhor forma de prevencao.

2.6 MECANISMO DE PATOGENICIDADE

Em se tratando de sindrome gastroentérica as bactérias do género
Salmonella ap06s ingeridas passam através da mucosa do estdmago e iniciam o
processo infeccioso na mucosa do intestino delgado e do colon. As salmonelas se

multiplicam, aderindo-se as células epiteliais da regido ileocecal, penetram nas

¥ CAMPOS, L.C. Salmonella In: Microbiologia. 3° ed., Sao Paulo: Ed. Atheneu, cap.29, 1999, 586p.
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células da mucosa, injuriando-as e migrando para a lamina prépria (TOLEDO, 1998).
No caso das enterocolites, as salmonelas ficam restritas a lamina propria e sao
fagocitadas pelos macréfagos e mondcitos, resultando em resposta inflamatéria,
decorrente da hiperatividade do sistema reticuloendotelial. Nestes casos, raramente
se observa septicemia ou infec¢do sistémica, ficando a infeccéo restrita & mucosa
intestinal (PINTO, 2000; STROHL et al, 2004)).

A resposta inflamatdria do hospedeiro se da com a hipertrofia e hiperplasia
dos foliculos linféides mediada por liberacdo de prostaglandinas que estimula a
adenilciclase, produzindo ativa secrecao de fluidos e resultando em diarréia aquosa
(STROHL et al, 2004).

Nos quadros de febre tiféide e febre entérica, os sintomas sdo muito graves
devido o desenvolvimento de septicemia, que serdo relatados detalhadamente na
secdo 2.5. A infeccdo se inicia de maneira semelhante a infeccdo causada pelas
enterocolites, com penetracdo da bactéria nas células epiteliais intestinais, invaséo e
multiplicagdo na lamina propria, porém nas infeccbes sistémicas, a bactéria é
introduzida na corrente sanglinea por via linfatica (TOLEDO, 1998). Os
microrganismos sao fagocitados por macréfagos, dentro dos quais multiplicam-se,
causando posteriormente a destruicdo dos macrofagos com liberacdo de inUmeras
bactérias na corrente circulatéria, dessa forma podendo atingir diversos 6rgaos,
como figado, bago e vesicula biliar até estabelecer uma infeccdo sistémica
(FRANCO e LANDGRAF, 1996).

2.7 QUADRO CLINICO

Em média o periodo de incubacéo € de 18 horas, ap0s a ingestédo do alimento
contaminado ou, variando de trés a 36 horas podendo chegar até 72 horas (HOBBS
e ROBERTS, 1999).

A manifestacao clinica é traduzida por coélicas abdominais, nauseas, vomitos,
calafrios, febre, cefaléia e diarréia, muitas vezes sanguinolentas (GLEDEL, 1994).
Normalmente esses sintomas sao acompanhados de abatimento, debilidade
muscular, cansaco, febre moderada e sonoléncia (SILVA, 2000). O quadro clinico
pode persistir por um a dois dias e a recuperacao da-se, na maioria dos casos, apos

trés dias do inicio da infec¢do. Estes prazos dependem da dose infectante ingerida,
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do sorotipo envolvido e das condicbes do proprio hospedeiro (GERMANO e
GERMANO, 2001).

As pessoas que desenvolvem o distarbio gastrointestinal, normalmente se
recuperam completamente, entretanto pode levar varios meses para que a
microbiota intestinal esteja completamente normal. Um pequeno numero de
pessoas, que sdo infectadas pela Salmonella spp, desenvolver4d dores nas
articulagoes, irritacdes nos olhos e dor durante a micgdo, sendo este quadro
chamado de Sindrome de Reiter. Tal quadro pode durar meses ou anos, podendo
causar artrite crénica, que é dificil de ser tratada (DBMD, 2003).

No adulto algumas patologias pré-existentes, como a “acquired immune
deficiency syndrome” (AIDS) e a esquistossomose, podem agravar a doenga. Em
criancas pequenas e recém-nascidas, a salmonelose pode ser bastante grave
(FRANCO e LANDGRAF, 1996). Pinto, 2000, também afirma que pacientes
imunocomprometidos, principalmente com AIDS, apresentam 20 vezes mais
bacteremia e gastroenterites por salmonelas, além das demais complicacbes
mencionadas.

Os sintomas para as febres tifoides e febres entéricas sdo mais graves
incluindo quadros de septicemia, febre alta, diarréia e vomitos, quando comparados
com as enterocolites. Vale ressaltar porém que, a febre entérica, apesar de muito
semelhante a febre tiféide, desenvolve sinais clinicos mais brandos que a ultima.
Enquanto a febre tiféide pode perdurar por até oito semanas, as febres entéricas
duram, no maximo, trés semanas (FRANCO e LANDGRAF, 1996).

2.8 MEDIDAS PREVENTIVAS

De acordo com Jay, 1994 devido a distribuicdo universal das salmonelas de
origem alimentar, o controle fundamental desta doenca sera alcancado ao se
eliminar os microrganismos de pessoas e de animais. Por ser um objetivo
relativamente dificil de ser alcancado, podemos adotar medidas para prevenir a
contaminacao do alimento, além de medidas para prevenir a salmonelose.

No que se refere a adocdo de medidas que previnem a contaminacdo da
carne, deve-se atentar para as possibilidades de contaminacdo do animal, bem,

como de contaminacdo cruzada. A primeira tem inicio, a partir do controle de
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qualidade das racdes fornecidas aos animais, pois uma vez contaminadas, infectam
0S animais ao consumi-las. Medidas de higiene devem ser aplicadas, também, a
partir dos currais, onde, através das fezes e/ou bebedouros podem transmitir a
enfermidade (PARDI et al., 2001). Cuidados especiais devem ser tomados na pratica
de evisceracédo dos bovinos, com aplicacéo eficiente das oclusfes de reto e esbdfago,
evitando a ruptura dos mesmos (ibid).

Ao nivel de consumidor, acredita-se que o portador de Salmonella
desempenha um papel importante na transmissao das salmoneloses. A preparacao
e a manipulacdo inadequada dos alimentos nos estabelecimentos alimenticios
seguem como as principais causas dos surtos (JAY, 1994). A rigor, com relacao a
eventuais portadores assintomaticos, deveria ser efetivamente exigido o exame
periédico de fezes entre os manipuladores de produtos comestiveis. Para os
portadores positivos, a medida recomendada o afastamento do manipulador até que
0 exame de seis coproculturas chegue a resultados negativos (PARDI et al., 2001).

Ainda, no que se refere ao controle da contaminagcdo cruzada, medidas
simples, porém eficientes devem ser adotadas como se segue: higienizacdo das
maos e utensilios que entraram em contato com o alimento cru, evitando que entre
em contato com o alimento que ja sofreu tratamento térmico ou produtos que sao
ingeridos cru, como saladas. Outras medidas a serem aplicadas sao a conveniente
coccao, visto que este patdgeno é destruido & temperatura de 66°C/ 15 minutos e
manutencdo em temperatura adequada; separar alimentos crus de cozidos; higiene
corporal permanente e limpeza e desinfeccdo eficazes e controladas dos
equipamentos, utensilios e ambiente (GLEDEL, 1994).

Outra medida consiste em impedir o desenvolvimento da bactéria mediante a
aplicacao eficiente e continua do frio, visto que a maioria dos sorotipos de
Salmonella ndo crescem em temperaturas inferiores a 7°C (GLEDEL, 1994;
CARVALHO, 2001).

A implementacdo de Boas préaticas de Fabricacao (BPF) e dos principios de
Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), sdo os instrumentos
mais significativos para o controle das salmoneloses nas indastrias e
estabelecimentos manipuladores de alimentos (BARROS, PAVIA e PANETA, 2002),
bem como a educacao sanitaria de todas as pessoas envolvidas nos processos de

producdo e comercializacdo (DBMD, 2003).
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2.9 TAXONOMIA, CARACTERISTICAS DE CRESCIMENTO E COMPORTAMENTO
FENOTIPICO DA Escherichia coli

O género Escherichia, pertence a familia Enterobacteriaceae. Diferente da
Salmonella e da Shigella, a maioria das cepas de Escherichia fermentam a lactose
produzindo acido e gas (VARNAM e EVANS, 1996). Ocorrem de forma simples ou
aos pares e muitas cepas possuem capsulas ou microcapsulas. Apresentam-se na
forma de bastonetes Gram negativos, moéveis devido seus flagelos peritriquios,
sendo algumas cepas iméveis. Sao quimioorganotroficos, possuindo metabolismo
fermentativo e oxidativo dos carboidratos. Sdo oxidase negativos, catalase positivos,
vermelho de metila positivo, Voges-Proskauer negativo e usualmente citrato
negativo. Reduzem nitrato a nitrito, sdo negativas para presenca de H,S, uréia e
lipase negativa (HOLT et al., 1994). Geneticamente, apresenta relacdo intima com o
género Shigella, embora sua atividade bioquimica seja mais intensa. As cepas de
EIEC apresentam a patogenicidade semelhante a da Shigella, porém, ndo existe
evidéncia de producdo de toxina “Shiga” ou de qualquer outro tipo de toxina, pela
EIEC. A viruléncia esté inteiramente associada com a invasao celular e a resposta
provocada no tecido infectado (ORSKOV, 1984; VARNAM e EVANS, 1996).

E um mesdfilo tipico capaz de se desenvolver entre 7°C e 46°C, sendo 37°C a
temperatura Otima, embora existam cepas que possam se multiplicar a 4°C
(GERMANO e GERMANO, 2001). Sdo facilmente destruidos a 60°C por poucos
segundos, mas resistem por varios meses em temperaturas de refrigeracao.

A E. coli é considerada um competidor mais efetivo frente aos microrganismos

contaminantes e a microbiota lactica, que a Salmonella (VARNAM e EVANS, 1996).

2.10 IMPORTANCIA DA Escherichia coli EM SAUDE PUBLICA

A Escherichia coli, espécie da familia Enterobacteriaceae, faz parte da
microbiota normal do trato intestinal dos homens e dos animais e sua presenca na
carne geralmente indica contaminacdo de origem fecal direta ou indireta (FLISS,
SIMARD e ETTRIKI, 1991b). Apesar de ser uma bactéria que pode ser introduzida

no alimento a partir de outras fontes ndo fecais, € o melhor indicador de
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contaminacdo fecal conhecido até o presente (HAJDENWURCEL, 1998; KORNACKI
e JOHNSON, 2001).

Apesar da E. coli ter sido considerada como um patdégeno oportunista, o
interesse das industrias de alimentos sobre o microrganismo tem sido restrito nesta
parte como um microrganismo indicador. Entretanto, nos ultimos anos a E. coli tem
sido reconhecida como um patégeno especifico tanto de ambiente intestinal quanto
extra-intestinal (VARNAM e EVANS, 1996). Algumas cepas de E. coli
desenvolveram a habilidade para causar distarbio gastrointestinal, urinario e/ou ao
sistema nervoso central, ao mais robusto dos hospedeiros humanos. Cepas
diarréicas de E. coli podem ser divididas pelo menos em seis diferentes categorias,
gue correspondem a diferentes categorias patogénicas (KORNACKI e JOHNSON,
2001).

Apesar do elevadissimo numero de tipos antigénicos, apenas uma minoria é
capaz de provocar a doenca no homem. S&o conhecidas cinco classes
enteropatogénicas do patdégeno, responsaveis por quadros de gastroenterites no
homem como se segue: a enteropatogénica classica (EPEC), enterotoxigénica
(ETEC), enteroinvasiva (EIEC), enterohemorragica (EHEC) (VARNAM e EVANS,
1996; BUCHANAN e DOYLE, 1997), facultativamente enteroagregativa (FEEC)
(FRANCO e LANDGRAF, 1996) e a enteroagregativa (EAggEC), (VARNAM e
EVANS, 1996; FRANCO e LANDGRAF, 1996; BUCHANAN e DOYLE, 1997; HOBBS
e ROBERT, 1999).

Em sua pesquisa, Cerqueira, Tibana e Guth, 1997, em produtos a base de
carne bovina crua, na cidade do Rio de Janeiro encontraram uma alta ocorréncia de
cepas produtoras de Shiga toxina nas cepas de Escherichia coli causadoras de
sindromes diarréicas. Este estudo demonstrou que muitos sorotipos identificados,
ndo haviam ainda sido relatados, no Brasil. Estes autores, ressaltam a importancia

deste achado, devido o risco a saude publica que este achado representa.

2.11 EPIDEMIOLOGIA DA Escherichia coli

A Escherichia coli, faz parte da microbiota normal do trato intestinal do
homem e de uma variedade de animais. Incluida na familia Enterobacteriaceae,

onde estdo 0s mais importantes patdgenos entéricos como a Salmonella, Shigella e
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Yersinia. Apesar da maioria das cepas de E. coli ndo causar distlrbio
gastrointestinal, certos grupos de E. coli podem levar a um quadro diarréico com
varias segulelas ou debilidade (MENG, FENG e DOYLE, 2001).

Com relacdo aos portadores humanos de E. coli € importante que uma
distincdo seja feita com relacdo as cepas nao patogénicas, que estdo presentes no
trato intestinal da maioria da populacdo, das cepas que sdo reconhecidamente
patégenos entéricos (VARNAM e EVANS, 1996). Parece que em muitos casos, 0S
portadores sofrem com a doenca de forma assintomatica. Adultos sao relativamente
resistentes & infeccdo por EPEC, alguns casos séo reconhecidos, quando criancas
sdo infectadas por adultos aparentemente saudaveis. Isso geralmente ocorre em
familias que as condi¢cdes de alojamento sdo precérias, além da atencdo especial
que deve ser dada &s enfermarias. Existem alguns relatos de portadores
assintomaticos de cepas de ETEC e EIEC.

As diarréias causadas pela E. coli apresentam distribuicdo mundial, contudo a
real extensdo da incidéncia ndo esta dimensionada, principalmente devido a elevada
subnotificacdo de casos (GERMANO e GERMANO, 2001).

Entre os agentes transmissores da E. coli, além da agua para bebida, contam-
se 0s mais variados alimentos, com importante papel reservado ao leite e seus
derivados. A carne e seus derivados sao também importantes veiculos, bem como
todos os alimentos excessivamente manipulados (PARDI et al., 2001).

Dentre as inUmeras cepas enterovirulentas do microrganismo, a que constitui
maior preocupacao para as autoridades de saude, € a E. coli 0157:H7 responsavel
pela forma enterohemorragica da infeccdo, tendo sido identificada em 1982,
associada com surtos de colite hemorragica. A principal fonte de infeccdo é o
consumo de produtos carneos que ndo sofreram tratamento térmico adequado para
eliminacao da E. coli e o leite cru (ABOUT E. coli, 2003).

2.12 MECANISMO DE PATOGENICIDADE

O mecanismo de patogenicidade depende se o agente causal é pertencente
ao grupo das linhagens invasoras ou das formadoras de enterotoxinas. No primeiro
caso, da-se uma infeccdo semelhante a disenteria, com multiplicacdo das bactérias

no colon. As linhagens formadoras de enterotoxinas provocam sintomas
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caracterizados por acessos de diarréia profunda, com acentuada desidratacdo do
individuo (PARDI et al., 2001).

Em geral, a gastroenterite proporcionada pela Escherichia coli se caracteriza
por diarréia sem sangue ou exudato inflamatério. As doses infectantes variam de
acordo com o tipo de cepa considerada, com a idade do individuo exposto, bem
como o0 seu estado imune (GERMANO e GERMANO, 2001). O periodo de
incubacao deste agente varia de cinco a 48 horas, com média ficando entre dez e 24
horas (PARDI et al., 2001).

A sindrome gastroentérica por EPEC é causada a partir da ingestdo de 10° a
10 células viaveis/g (JAY, 1994). As cepas de EPEC atacam as células da mucosa
do intestino delgado, causando a destruicdo das microvilosidades e o
desenvolvimento de lesdes caracteristicas. Ocorre diarréia liquida que raramente se
torna crénica (STROHL, 2004).

As cepas de ETEC colonizam a mucosa do intestino delgado e por um
processo mediado por enterotoxinas, as cepas de ETEC causam uma hipersecre¢ao
prolongada de ions cloreto e 4gua pelas células da mucosa do intestino e inibem a
reabsorcdo de sodio. O intestino fica repleto de fluidos, resultando em diarréia
liguida que continua por varios dias. As enterotoxinas incluem uma toxina
termoestavel (ST) que causa uma elevagcdo dos niveis celulares de guanilciclase,
enquanto a toxina termolabil (LT) causa uma elevagéo da adenilciclase (OMS, 1999;
STROHL, 2004). A dose infectante é alta, 10° a 10® células (FRANCO e
LANDGRAF, 1996).

As cepas EHEC ligam-se as células do intestino grosso, onde produzem uma
exotoxina (verotoxina ou toxina do tipo Shiga), que causa uma forma grave de
diarréia abundante e com sangue, a colite hemorragica (Franco e Landgraf, 1996;
OMS, 1999). Segundo Arthur et al., 2002 duas classes de Shiga toxina foram
identificadas, a Shiga toxina 1 (Stx;) e a Shiga toxina 2 (Stx). Ainda n&o se sabe ao
certo a dose infectante necessaria para manifestagcdo da sintomatologia clinica,
porém para Buchanan e Doyle, 1997 a dose infectante é relativamente baixa, na
faixa de 2 a 2000 células.

As cepas de EIEC iniciam o processo de invasdo com sua internalizacao pelo
enterdcito, devido a modificacdo do seu citoesqueleto tornando o processo mais
eficiente. ApOs o processo de internalizacdo a EIEC rompe a célula, multiplica-se e

invade as células vizinhas, ocorrendo acumulo de actina no local da divisdo celular,
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causando desarranjo da estrutura celular, determinando a morte celular (FRANCO e
LANDGRAF, 1996). A dose infectante é semelhante a da ETEC (FRANCO e
LANDGRAF, 1996; NATARO e KAPER, 1998).

2.13 QUADRO CLINICO

Os sinais clinicos das infec¢cdes causadas por E. coli dependem da cepa e
sua patogenicidade e viruléncia, bem como da idade e do estado imune dos
pacientes. O periodo de incubacéo varia de seis a nove dias dependendo da cepa e
0s sintomas da infeccdo sao de simples casos de diarréia e cefaléia a casos mais
graves como a sindrome urémica hemolitica - SUH, (GERMANO e GERMANO,
2001).

As cepas de EPEC estao freqlientemente relacionadas as diarréias em recém
nascidos e em jovens lactentes (FRANCO e LANDGRAF, 1996), sugere-se que
podem causar disturbios gastrointestinais também em adultos (PETRI; ANTUNES e
SARIDAKIS, 1989). A diarréia provocada por EPEC é clinicamente mais grave que
aguelas provocadas por outros patdégenos. Geralmente o quadro clinico se
caracteriza por diarréia acompanhada de dores abdominais, vomitos e febre. A
duracdo da doenca varia de seis horas a trés dias, com periodo de incubacéo
variando de 17 a 72 horas (FRANCO e LANDGRAF, 1996).

As cepas de ETEC produzem enterotoxinas e sao capazes de provocar a
“diarréia dos viajantes”. O quadro clinico caracteriza-se por diarréia aquosa,
normalmente acompanhada de febre baixa, dores abdominais e nauseas. Em forma
mais severa, assemelha-se a célera, com fezes aquosas “agua de arroz” levando o
individuo a desidratacdo. O periodo de incubacéo varia de oito a 44 horas (média de
26 horas). O quadro se agrava, quando os individuos acometidos estdo desnutridos,
a gastroenterite pode durar semanas, causando uma desidratacdo grave (ibid).

As cepas de EIEC sdo capazes de penetrar em células epiteliais e causar
manifestagdes clinicas semelhantes &s infec¢des por Shigella. A maioria das cepas
de EIEC apresenta diversas caracteristicas fenotipicas, que as tornam diferentes das
demais cepas de E. coli, mas as tornam bastante semelhantes & Shigella, como a
incapacidade de descarboxilar a lisina, a ndo fermentacdo ou fermentacéo tardia da

glicose e a auséncia de flagelos. A gastroenterite provocada por EIEC é bastante
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semelhante aquela provocada pela Shigella. Caracteristicas do quadro clinico séo
disenteria, colicas abdominais, febre, mal estar geral, com eliminacdo de sangue e
muco nas fezes. O periodo de incubacgéo varia de oito a 24 horas com média de 11
horas (FRANCO e LANDGRAF, 1996; NATARO e KAPER, 1998).

A designacdo de EHEC é empregada para as cepas de E. coli pertencentes
ao sorotipo O157:H7, que sdo implicadas como agente etioldgico da colite
hemorrdgica, que se caracteriza clinicamente por dores abdominais severas e
diarréia aguda, seguida de diarréia sanguinolenta. O quadro clinico desta, difere das
demais cepas devido a grande quantidade de sangue nas fezes e a auséncia de
febre. O periodo de incubacéo varia de trés a nove dias (média de quatro dias)
(FRANCO e LANDGRAF, 1996). A enterocolite pode evoluir e causar a sindrome
urémica hemolitica — SUH (BUCHANAN e DOYLE, 1997; MENG, FENG e DOYLE,
2001; ARTHUR et al., 2002), que se caracteriza por anemia hemolitica,
trombocitopenia e faléncia renal (OMS, 1999).

Franco e Landgraf, 1996 mencionam a existéncia de uma linhagem
denominada FEEC (E. coli facultativamente patogénica), aparentemente associada a
surtos esporadicos de diarréia, no entanto, nao foi ainda comprovada a existéncia de
tal patbgeno. Nenhuma notificacdo foi feita associando tal patdégeno a surtos de
origem alimentar (MENG, FENG e DOYLE, 2001).

A Escherichia coli enteroagregativa € uma linhagem patogénica recentemente
descrita, sendo poucos os dados disponiveis a seu respeito, na literatura consultada
(FRANCO e LANDGRAF, 1996). Os autores Meng, Feng e Doyle, 2001, atribuem as
cepas de E. coli enteroagregativa quadros de diarréias persistentes, principalmente
em criancas e vomito. O mecanismo de patogenicidade desta cepa é pouco

conhecido, sendo descrita como cepa ndo produtora de enterotoxinas LT ou ST.

2.14 MEDIDAS PREVENTIVAS

A constatagdo de que um alimento estd contaminado com E. coli é
preocupante, considerando-se que se trata de um microrganismo de origem fecal e
gue apresenta linhagens patogénicas para o homem e animais (PETRI, ANTUNES e
SARIDAKIS, 1989).
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Cuidados especiais devem ser tomados com as aguas de abastecimento,
especialmente em locais onde a higiene é precaria, visto que a E. coli € excretada
em grande quantidade no ambiente, podendo dessa forma, contaminar as aguas de
abastecimento (VARNAM e EVANS, 1996).

Devem-se tomar cuidados também no uso adequado das técnicas de
oclusBes, no momento da evisceracdo dos animais abatido (PARDI et al., 2001).
Segundo Dickson e Anderson, 1992 a principal fonte de E. coli em carcacas bovinas,
em nivel de abatedouros, seja devido a contaminacdo fecal durante a producéo
animal e nas operacdes de abate. Os mesmos autores enfatizam a necessidade do
controle da contaminacéo fecal da carcaca durante a etapa de esfola, bem como a
disseminagdo de tal contaminacdo para as demais carcacas através dos
equipamentos e dos manipuladores. Desta forma, devem ser adotadas medidas
eficazes de limpeza e desinfeccdo dos equipamentos, instalacées e instrumentais
utilizados.

E igualmente importante a coc¢do adequada dos alimentos carneos, e o
resfriamento rapido dos alimentos processados a temperaturas inferiores a 7°C
(PARDI et al 2001). Segundo Archer, 2000, a coccéo sO € considerada um método
seguro para a eliminacdo do patdégeno do alimento, se monitorada. Vale ressaltar
que a populagdo n&do tem o costume de monitorar a temperatura de seu alimento
durante a coccédo, desta forma, tal autor, considera o emprego da irradiacdo da
carne bovina como a medida mais efetiva e segura, garantindo a inocuidade do
alimento.

Segundo Buchanan e Doyle, 1997 a aplicacdo dos principios do Hazard
Analysis and Critical Control Point (HACCP), continuam a ser o meio mais efetivo
para o desenvolvimento sistematico da seguranca alimentar, garantindo a reducao
do risco de infec¢des por cepas patogénicas de E. coli. Estes autores afirmam que
um importante componente na aplicacdo do HACCP aplicado a producdo animal, é a
reducdo da disseminagcdo da E. coli O 157:H7 dos animais. Duas medidas em

potencial podem ser aplicadas, a exclusdo competitiva e a vacinacgao.
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2.15 METODOS DE AVALIACAO BACTERIOLOGICA NA CARNE

Existem varios procedimentos que sao utilizados para determinar a microbiota
da superficie da carne. Todos os métodos existentes, formam dois grandes grupos,
os destrutivos e os ndo destrutivos (GILL e NEWTON, 1982). Nos métodos
destrutivos, as amostras, padronizadas pelo peso e/ou tamanho, sdo cortadas e
maceradas em um diluente esterilizado e em seguida convenientemente plagueadas
em 4gar para a enumeracao das colénias. Nos métodos ndo destrutivos, uma area
padronizada é delimitada por um gabarito e em seguida 0s microorganismos sao
coletados por arraste, utilizando-se zaragatoa ou “swab” (ANDERSON et al., 1981,
CHANDRAN et al., 1986; ANDERSON et al., 1987) ou esponjas (LASTA et al., 1992;
DORSA; CUTTER e SIRAGUSA, 1996) que sao agitados em um diluente
esterilizado para a liberacdo dos microrganismos coletados. A suspenséao resultante
dessa operacéo € diluida e plaqueada, para enumeracéo dos contaminantes.

Os microbiologistas sugerem que a amostragem para a analise microbiologica
da carne seja realizada em sua superficie, por ser uma area mais susceptivel a
contaminagdo durante o processo de abate do animal, inclusive da contaminacao
cruzada (SILVA e BERAQUET, 1998).

Fliss, Simard e Ettriki, 1991a, compararam a eficiéncia de trés diferentes
técnicas de amostragem para andlise da superficie de carcacas: agar contato direto,
incisdo do tecido e zaragatoa dupla. A incisdo do tecido apresentou mais eficiéncia
do que os outros métodos pesquisados. Mesmo assim, ndo foi recomendado pelos
pesquisadores por se tratar de um método destrutivo. Nesta pesquisa, foi
estabelecida a ordem de eficiéncia de primeiro a incisdo de pele, seguido de
zaragatoa e a de menor eficiéncia o agar de contato.

Lasta et al., 1992 realizaram analises em amostras coletadas pela incisdo do
tecido e por zaragatoa. Os resultados obtidos mostraram que a incisdo do tecido
consegue coletar um namero de microrganismos superior ao nimero coletado por
zaragatoa. Fliss, Simard e Ettriki, 1991a, recomendaram o método de amostragem
por zaragatoa para a coleta de microrganismos em carcacas inteiras, por oferecer a
possibilidade da amostragem sem danificar a superficie externa da carcaca.

Uma pesquisa realizada por Anderson et al., 1987, verificou que ndo existe
diferenca estatistica significativa em relacdo ao processo de incisdo de pele
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comparado ao de zaragatoa, exceto em carnes muito gordurosas. Este autor
também observou que a técnica por zaragatoa recuperou percentuais similares de E.
coli quando comparadas com a técnica por incisao de pele.

No presente trabalho adotou-se a técnica por zaragatoa (“swab”) por ser uma
técnica de facil aplicacdo (CHANDRAN et al., 1986), por ndo demonstrar diferenca
estatistica significativa com relacdo ao nivel de recuperacédo de células (ANDERSON
et al., 1987) e por ndo danificar a superficie externa da carcaga (FLISS, SIMARD e
ETTRIKI, 1991a).

Diante das consideracdes apresentadas, no que se refere a técnica nao
destrutiva empregada para coleta de amostra na superficie da carcaca, ressalta-se
que embora a legislacdo brasileira vigente, fixe padrdes microbiolégicos da carne
bovina in natura (em g ou mL), através da Resolucdo RDC n° 12 (BRASIL, 2001),
optou-se trabalhar nesta pesquisa com amostragem por area, relacionando os
resultados obtidos por cm?, o que n&o invalida a avaliacéo e andlise da presenca dos
patégenos utilizados, uma vez que a legislacdo americana “United States
Departament of Agriculture” — USDA (USDA, 1996), estabelece como padrédo a
amostragem por area (cm?) para superficie de carcacas bovinas e sufnas.

Os EUA estabelecem como exigéncia aos paises exportadores que se
enquadrem em seu programa de reducdo de patdégenos, estipulado pelo “Food
Safety and Inspection Service” — FSIS- (FSIS, 1997) e a USDA, 1996, comprando
apenas lotes, previamente testados e comprovadamente dentro dos padrdes legais
vigentes de seu programa, sendo: auséncia de Salmonella e no limite maximo para
E. coli de 10? por 10 cm? do alimento. De acordo com a FSIS, 1997 100% dos
paises exportadores de carne bovina para o EUA realizam testes de rotina para

Salmonella e E. coli.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 CONSIDERACOES GERAIS

O presente trabalho foi realizado no periodo compreendido entre julho a
dezembro de 2003, junto a duas grandes redes de supermercados do municipio de
Cuiabd — MT, sendo escolhido um estabelecimento localizado na area mais
periférica da cidade, atendendo a populacdo de baixo poder aquisitivo e outro na
area central da cidade, que atende a populacdo de alto poder aquisitivo, sendo
codificados, como estabelecimento A e estabelecimento B, respectivamente.

Para as analises bacteriologicas empregadas nesta pesquisa, adotou-se a
metodologia preconizada por Kornacki e Johnson, 2001, para enumeragdo de
coliformes termotolerantes (E. coli) e a metodologia preconizada por Andrews et al.,
2001 para isolamento e identificacdo de Salmonella, porém com adaptacdo, na
etapa de pré-enriquecimento da ultima. Em conformidade com a metodologia
preconizada Andrews et al., 2001, recomenda-se a utilizacdo de caldo lactosado
para pesquisa de Salmonella spp em produtos carneos na etapa de pré-
enriqguecimento ndo seletivo, porém, de acordo com os autores Bailey, Cox e
Blankenship, 1991, o caldo lactosado pode eventualmente ser inconveniente como
pré-enriquecimento ndo seletivo quando aplicado a amostras que contém alta
populacdo de microrganismos fermentadores da lactose, pois a subsequente
reducao do pH do meio pode limitar a multiplicacdo de salmonelas, em particular das
células injuriadas. Diante de tal consideracao, o caldo lactosado utilizado na etapa
de pré-enriquecimento ndo seletivo, foi substituido pela agua peptonada tamponada
1%.
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3.2 AMOSTRAGEM

Um total de 80 pecas de alcatra (Tensor fasciae latae) foram avaliadas nesta
pesquisa, sendo 40 pecas analisadas no estabelecimento A e 40 pecas analisadas
no estabelecimento B.

Cada amostra foi obtida com o auxilio de um “swab” esterilizado friccionado
de forma continua no espaco delimitado por um molde de aco inoxidavel
previamente esterilizado, de 10 cm? de &area de cada peca de alcatra. Foram
utilizados dois moldes esterilizados para a obtencéo de cada amostra, um antes da
desossa e outro molde depois da desossa da referida peca, previamente
identificada.

De cada peca de alcatra analisada retirou-se quatro “swabs”, os dois
primeiros obtidos antes da desossa da peca, foram colocados individualmente, em
um tubo de ensaio contendo 25 mL de solucédo salina peptonada 0,1% e o outro em
um tubo de ensaio contendo 25 mL de agua peptonada tamponada a 1%, para
realizacdo das analises de enumeracdo de coliformes termotolerantes (Escherichia
coli) e isolamento e identificacdo de Salmonella spp, respectivamente. A mesma
técnica foi realizada para os outros dois “swabs” obtidos apdés a desossa. Como
medida preventiva, para evitar a contaminacdo exdégena os “swabs” foram cortados
no interior do tubo de ensaio, retirando-se a extremidade que entrou em contato com
os dedos. Cada amostra, em seu respectivo tubo de ensaio, contendo solucao
diluente (para enumeracdo de coliformes termotolerantes) e em agua peptonada
tamponada 1% (para isolamento e identificacdo de Salmonella), foi identificada,
numerada e armazenada sob refrigeracdo (em caixa de material isotérmico com
gelo) durante todo o processo de coleta e transportadas ao laboratério de
Microbiologia da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade
Federal de Mato-Grosso — UFMT, onde foram realizadas as analises bacteriol6gicas

pertinentes.

3.3 TECNICA DE AFERICAO DE TEMPERATURA DAS MEIAS CARCACAS.

Para cada amostra coletada para analise microbioldgica, aferiu-se a

temperatura da meia carcaca e o pH da mesma. O primeiro procedimento realizado,
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foi a determinacédo da temperatura do musculo, com auxilio de um termémetro digital
“Checktemp”, introduziu-se a haste metalica do termémetro perpendicular a massa
muscular (Tensor fasciae latae) na regido do alcatra, até a profundidade de 2 cm. O
valor verificado foi anotado em tabela, identificando o nimero da amostra (Quadro
2).

3.4 TECNICA DE AFERICAO DO POTENCIAL HIDROGENIO-IONICO (pH) DA
MEIA CARCACA.

Amostras de aproximadamente 70g foram seccionadas do musculo tensor
fasciae latae, identificadas e armazenadas em caixa isotérmica com gelo e
transportadas para o Laboratorio de Microbiologia da Universidade Federal de Mato-
Grosso.

A determinacdo do pH foi realizada pelo processo eletrométrico, com
determinacdo do pH no filtrado, através de potencidmetro equipado com eletrodo
conjugado (Schott), utilizando uma solu¢cdo homogeneizada preparada com 50g de
amostra com 10 mL de agua destilada, conforme o LANARA (BRASIL, 1981).

Antes de cada tomada de medida de pH, o aparelho (potenciémetro) foi calibrado
em solu¢des tampéo pH 4,01 e 6,87, proprias para calibragem do eletrodo. A cada
determinacdo o eletrodo foi lavado com agua destilada e seco em papel toalha por
compressdo. O valor verificado foi anotado em tabela, identificando o nimero da

amostra, juntamente com o valor observado na temperatura.

3.5 ANALISES BACTERIOLOGICAS

Todos o0s materiais utilizados nas diferentes fases das andlises
bacteriologicas tais como pipetas, tubos de ensaio, becker, erlenmeyer, bastdes de
vidro e demais utensilios que eventualmente entraram em contato com a amostra,
foram previamente submetidos a esterilizacdo em autoclave por 121°C/ 15 minutos,
tomando-se o cuidado de ndo operar com autoclave muito cheia, para facilitar a
transmissao de calor. Outros cuidados foram tomados com relacdo ao processo de
esterilizacdo de vidraria vazia em autoclave como: a) a liberacdo imediata do vapor

apos o término do tempo de esterilizacdo, através da valvula de descarga de vapor,
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com o objetivo de reduzir o acumulo de condensado e facilitar a secagem do
material; b) posteriormente ao processo de autoclavacgao, todo material foi submetido
a secagem em estufa.

Previamente ao inicio das andlises diarias, realizava-se a descontaminacao
da superficie do fluxo laminar com alcool etilico 70%, seguido de 15 minutos de
exposicao de lampada ultravioleta com comprimento de onda na faixa de 900 a 3800
Angstron (A°).

Os esquemas das metodologias bacteriolégicas aplicadas séo visualizados nas
secOes 3.5.3 e 3.5.4.

3.5.1 Enumeracéao de coliformes termotolerantes (Escherichia coli)

3.5.1.1 Preparo das diluicbes

Para enumeracao, confirmacao e identificacdo de coliformes termotolerantes,
adotou-se a técnica preconizada por Kornacki e Johnson, 2001, considerando o
“swab” imerso em 25 mL de solucdo salina peptonada 0,1% como amostra. Apos
prévia homogeneizacdo da amostra, a mesma foi vertida em erlenmeyer contendo
225 mL da mesma solucdo, sendo esta, considerada a diluicdo 10™". As demais
diluicdes foram preparadas, retirando-se 01 mL da diluicdo 10" e vertendo em um
tubo de ensaio contendo 09 mL da mesma solugcdo, desta forma, obtendo-se a
diluicdio 10 e para obtencdo da ultima diluicdo (10, retirou-se 01 mL da diluicdo

1072, vertendo tal aliquota em tubo de ensaio contendo 09 ml da referida solug&o.

3.5.1.2 Teste Presuntivo

Apébs o preparo das diluicdes, foram utilizadas trés séries de trés tubos
contendo 10 mL de caldo lauril sulfato (Merck n® 10266) contendo em seu interior
tubos de Durhan invertidos para visualizagdo do processo fermentativo. Com auxilio
de uma pipeta graduada de 05 mL, retirou-se da maior diluicdo, 03 mL, vertendo 01
mL em cada tubo da diluicdo 107 no caldo lauril sulfato, em sequiéncia, retirou-se 03
mL da segunda maior diluicdo, vertendo 01 mL em cada tubo da segunda série no
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caldo lauril sulfato, com 0 mesmo procedimento, retirou-se 03 mL da menor diluicao,
vertendo 01 mL em cada tubo da primeira série no tubo com caldo lauril sulfato,
sendo, em seguida, incubado em estufa (Thermolyne 42000) a 37°C por 24 horas,
seguido de mais 24 horas para o0s tubos considerados negativos, devido o0s
fermentadores tardios da lactose. Os tubos considerados positivos apresentaram
turvamento do meio e presenca de gas no interior do tubo de Durhan, devido a
fermentacao da lactose, causada pelo microorganismo, e consequente producéo de
acido e gas, permanecendo o gas aprisionado no interior deste tubo. Nesta etapa
encerra-se o teste presuntivo para coliformes termotolerantes, anotando os tubos

considerados positivos de cada dilui¢ao.

3.5.1.3 Teste confirmativo

De cada tubo considerado positivo, apresentando turvamento do meio e
presenca de gas no interior do tubo de Durhan, retirou-se uma aliquota, com auxilio
de uma alca de niquel cromo, padronizada de 03 mm de diametro, semeou-se em
seguida para o caldo Escherichia coli “caldo EC” (Merck n° 10765). A alta
seletividade deste meio € proporcionada pela alta concentracdo de sais biliares e
também devido & temperatura de incubacédo elevada (44,5°C). O sub-cultivo
semeado em caldo EC, foi posteriormente incubado a 44,5°C +/- 0,2°C por 24 horas
em banho-maria com agitador (Polyscience), dando inicio a etapa de teste
confirmativo para coliformes termotolerantes. Foram considerados positivos 0s tubos
que apresentaram turvacdo do meio e presenca de gas no interior do tubo de
Durhan, devido a fermentacdo da lactose pelo microrganismo e consequente
producdo de &cido e gas. Os tubos considerados positivos de cada diluicdo foram
anotados verificando-se 0 ndimero mais provavel de coliformes termotolerantes,

conforme a tabela, visualizada no quadro 1.

3.5.1.4 Teste completo

A partir de cada tubo positivo do caldo EC, utilizou-se uma placa contendo
adgar eosina azul de metileno, segundo Levine, (Merck n° 1342). O sub-cultivo
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crescido em caldo EC foi semeado por esgotamento na superficie do agar. As placas
foram incubadas invertidas em estufa a 35°C a 37°C por 24 horas. A seletividade do
meio eosina azul de metileno é favorecida pela eosina amarela e o azul de metileno,
que sdo corantes inibidores de bactérias Gram positivas. O microrganismo ao
crescer fermenta a lactose, produzindo acido, precipitando a eosina amarela e o azul
de metileno, que ao se interagirem fornecem o brilho verde metélico caracteristico da
E. coli.

As placas que apresentaram crescimento com unidade formadora de coldnia
(UFC) caracteristico para Escherichia coli, UFC nucleadas, com centro negro, com
ou sem brilho metélico, foram semeadas em tubos contendo agar padrdo para
contagem (Merck n° 05463). Semeou-se na superficie inclinada do agar, incubando
este, em estufa a 35°C por 24 horas. A partir das culturas puras em &agar padrao
para contagem, confeccionaram-se esfregacos em laminas, coradas pelo método de
Gram e visualizados ao microscopio, confirmando a presenca de bastonetes Gram

negativos, bem como a realizacdo das provas bioquimicas do IMViC.

3.5.1.5 Provas Bioquimicas do IMViC

Este conjunto de provas bioquimicas é composto pela prova do Indol,
vermelho de metila “VM”, Voges-Proskauer “VP” e citrato, conforme preconizado por
Kornacki e Johnson, 2001. Para realizagdo das provas do IMVIC, adicionou-se 0,5
mL de solucdo salina esterilizada a superficie do agar padréo para contagem para
obtencédo de uma suspensao bacteriana espessa. Com auxilio de uma alca de niquel
cromo retirou-se uma aliquota e semeou-se em toda a superficie inclinada do agar
citrato de Simmons (Merck n° 2501). Posteriormente, repicou-se, em duplicata para
o caldo MR-VP (Merck n® 5712) para realizacao das provas de VM e VP, seguida de
inoculacdo em caldo triptona (Merck n°® 10859). O material foi incubado em estufa a
37°C por 24 horas.

O comportamento bioquimico da E. coli em agar citrato de Simmons é
negativo, devido a incapacidade do microrganismo em utilizar apenas o citrato de
sédio como unica fonte de carbono disponivel, desta forma, o meio permanece
inalterado, ou seja, mantendo a tonalidade esverdeada, devido a presenca do

indicador de pH azul de bromotimol.
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Apos o periodo de incubacgéo do sub-cultivo em caldo triptonado, adicionou-se
sobre o meio 05 gotas de reativo de Kovac's para cada 04 mL de cultura. Apés leve
agitacdo do meio, para as culturas positivas para a E. coli, observou-se a formacao
de um anel vermelho na superficie do meio de cultura, devido a presenca da enzima
triptofanase produzida pelo microrganismo, que degrada o triptofano em indol e
escatol, sendo o dultimo volatil, permanecendo no meio apenas o primeiro. A
formacgéo do anel vermelho na superficie do meio se da devido a reagédo do indol
com os componentes do reativo de Kovac’s, o &lcool iso amilico e o p-dimetilamino
benzoaldeido. O alcool iso amilico por ser mais leve permanece na parte superior do
meio de cultura, formando o anel.

Em meio MR-VP para a realizacdo da prova de VM, apds o periodo de
incubacdo adicionaram-se trés gotas de solucdo de vermelho de metila para cada
2,5 mL de meio, selecionando como positivos apenas as reacdes que apresentaram-
se vermelhas, constatando a presenca de ions hidrogénio (H) produzida pelo
microrganismo a partir da fermentacdo da glicose. Para a prova do VP, utilizou-se o
mesmo meio de cultura utilizado para a prova do VM, ou seja, o0 meio MR-VP, porém
nesta prova observou-se a capacidade do microrganismo em produzir acetil metil
carbinol (acetoina) a partir da fermentacdo da glicose. Ap6s o prévio periodo de
incubagédo do sub-cultivo, adicionou-se ao meio de cultura 0,6 mL de solugao de
alfa-naftol 5%, seguido de 0,2 mL de solugéo de KOH 40% com posterior agitagao. A
leitura desta prova é periédica, por até 40 minutos. O comportamento bioquimico da
E. coli nesta prova é negativo, ou seja, 0 meio permanece na coloracdo do reagente,
amarelo ou ligeiramente esverdeado.

Foram considerados como E. coli todas as culturas com as seguintes

caracteristicas: bastonetes Gram negativos, indol (+) ou (-), VM (+), VP (-) e citrato

()

3.5.2 Isolamento e identificacdo de Salmonella spp

O método de isolamento e identificagdo de Salmonella spp é dividido nas
seguintes etapas: pré-enriguecimento, enriquecimento seletivo, plagueamento

seletivo diferencial, confirmacédo presuntiva e confirmacao definitiva.
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Adicionalmente foi realizada prova sorolégica para a complementacdo da

confirmacdo do microrganismo isolado.

3.5.2.1 Pré-enriquecimento

Apés prévia homogeneizagdo da subamostra, “swab” imerso em 25 mL de
agua peptonada tamponada 1%, a mesma foi vertida assepticamente em erlenmeyer
contendo 225 mL de agua peptonada tamponada 1% e em seguida, incubada em
estufa a 37°C/ 24 horas, para realizacdo da etapa de pré-enriquecimento. Tal etapa,
tem como finalidade, repor as condic¢des fisiologicas das bactérias injuriadas, neste

caso, pelo processo de refrigeragéo.

3.5.2.2 Enriquecimento seletivo

Apébs o prévio periodo de incubacao, retirou-se, com auxilio de uma pipeta
graduada, 02 mL do meio agua peptonada tamponada 1%, vertendo 01 mL para
tubo contendo 10 mL de caldo selenito-cistina (Merck n° 7709) e 01 mL para tubo
contendo 10 mL de caldo tetrationato de Kauffmann (Merck n°® 10863), sendo
posteriormente homogeneizados e incubados a 37°C/24 horas, sendo esta etapa
denominada de enriqguecimento seletivo. O caldo selenito-cistina empregado bem
como o caldo tetrationato de Kauffmann possuem em sua composicdo substancias
inibidoras de bactérias Gram positivas, favorecendo desta forma a multiplicacédo
apenas de bactérias Gram Negativas. A seletividade do caldo selenito-cistina é
devido o selenito de sédio, ja a seletividade do caldo tetrationato se deve a oxidacao
do tiossulfato de sodio com formacao de tetrationato, pela adicdo de iodo ao caldo
tetrationato. Outro fator que favorece o crescimento da Salmonella e previne o
crescimento de parte da microbiota acompanhante, é a presenca de carbonato de
calcio no meio, que neutraliza os acidos que podem ser produzidos pela degradacao

do tetrationato por algumas bactérias.

3.5.2.3 Plagueamento seletivo diferencial

O material cultivado crescido foi semeado por esgotamento em placas de

Petri contendo meios de alta, média e baixa seletividade, respectivamente, agar
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verde brilhante (Merck n° 7236), agar Entérico Hektoen (Merck n°® 11681) e agar
MacConkey (Merck n® 5465), dando inicio a etapa de plaqueamento seletivo. O
microrganismo ao crescer em agar verde brilhante utiliza a peptona como fonte de
nitrogénio, produzindo radicais alcalinos, desta forma, o meio que inicialmente era
amarelo-esverdeado, adquire a coloracdo vermelha, devido a viragem do indicador
de pH, vermelho de fenol que em meio alcalino, apresenta tonalidade vermelho
cereja. As UFC apresentam-se roseas pdlidas transparentes, em conseqiiéncia da
nao fermentacéo da lactose.

O comportamento bioquimico da Salmonella spp em agar Hektoen demonstra
UFC transparentes a verdes azuladas com ou sem centro negro. Cepas fortemente
produtoras de H,S podem produzir UFC inteiramente negras. A presencga do centro
da UFC negro se da, devido a reducédo do tiossulfato, que em contato com sais de

+++

metais pesados como o ferro (Fe™ ), produzem o precipitado negro (sulfeto). O meio
gue antes era verde adquire a coloracdo azulada, devido a utilizacdo da peptona e
do extrato de carne como fonte de nitrogénio e consequente producédo de radicais
alcalinos, havendo com isso a interagcédo do azul de timol com o azul de bromotimol,
responsaveis pela alteracédo da coloracdo do meio de verde para azul.

As placas contendo agar MacConkey com crescimento caracteristico para
Salmonella spp demonstraram a presenca de UFC rosa claras transparentes, devido
a nao fermentacao da lactose pelo microrganismo.

A seletividade do agar verde brilhante se da devido a presenca de sais
biliares e verde brilhante, jA no agar Hektoen devido a presenca de sais biliares e o
agar MacConkey devido a presenca de sais biliares e cristal violeta, responsaveis

pela inibicdo da microbiota Gram positiva.

3.5.2.4 Confirmacao preliminar

De cada placa com comportamento bioquimico caracteristico para Salmonella
spp, repicou-se, em média, trés UFC de cada plagueamento, para o agar “Agar
Triple Sugar Iron” (TSI), Merck n° 03915 e “Lisina Iron Agar” (LIA), Merck n°® 11640,
dando inicio a etapa de triagem, ou etapa de confirmacao presuntiva das col6nias
tipicas de Salmonella spp, na qual utiliza-se meios indicativos ndo seletivos, cujo

fendtipo indica o microrganismo presente.
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As UFC suspeitas foram semeadas em agar TSI e agar LIA, com uma picada
na fase colunar e estrias em toda superficie inclinada do agar. O material foi
posteriormente incubado a 37°C/ 18 a 24 horas.

O comportamento bioquimico do microrganismo ao crescer em agar TSI,
demonstra na fase colunar do meio a fermentacdo da glicose e conseqlente
producdo de acido. O meio que antes era vermelho torna-se amarelo pela viragem
do indicador de pH, vermelho de fenol. Na fase intermediaria observa-se a presenca
de H,S, porém ndo sao todas as cepas que produzem H,S. J& na parte do bisel, fica
vermelho, pois o microrganismo utiliza a peptona como fonte de nitrogénio,
produzindo radicais alcalinos e o indicador de pH, vermelho de fenol, em meio
alcalino permanece vermelho.

A reacao tipica de Salmonella spp em agar LIA, demonstra a fase colunar,
bem como o bisel purpura sem alteracédo da cor do meio, com ou sem producao de
H.S. O meio fica alcalino, porque mesmo ocorrendo a fermentacdo da glicose com
producdo de &cido, a lisina € descarboxilada, produzindo um composto alcalino
(cadaverina) que neutraliza o acido formado.

Estocagem das amostras: As culturas em agar TSI e LIA com comportamento
bioquimico caracteristico para Salmonella spp, foram semeadas em caldo “Brain
Heart Infusion”(BHI) — Merck n® 10493, incubadas em estufa a 37°C/ 24 h, sendo
posteriormente estocadas em geladeira, para em seguida serem submetidas as
provas bioquimicas complementares. As amostras estocadas em caldo BHI foram
constantemente repicadas em novo caldo BHI durante o periodo de estocagem, com
0 objetivo de manter o “pool” celular em fase de crescimento logaritimico (fase log),
com divisao celular em ritmo constante e maxima, dessa forma, trabalhando apenas

com culturas novas.

3.5.2.5 Confirmacéo definitiva (provas bioquimicas e sorologicas)

A partir do sub-cultivo em caldo BHI, realizou-se as provas bioquimicas
complementares, constando dos seguintes testes: fenilalanina, descarboxilacdo da
lisina e ornitina e a descarboxilacédo e dehidrolizacdo da arginina, urease, malonato,
indol, vermelho de metila, Voges Proskauer, citrato de Simmons, motilidade, oxidase

e finalmente o teste sorolégico com a utilizacdo de soro soméatico polivalente.
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Para realizacdo do teste da fenilalanina, utilizou-se um indculo substancial do
caldo BHI, o qual foi distribuido em toda superficie inclinada do agar fenilalanina
(BBL n° 11537). O sub-cultivo semeado foi incubado em estufa a 37°C, efetuando-se
a leitura com 24 horas, pela adicdo de cinco gotas de solugdo aquosa de cloreto
férrico. A adicao do cloreto férrico tem como finalidade observar se 0 microrganismo
presente possui a enzima fenilalanina desaminase, capaz de causar a desaminacao
da fenilalanina (amino &cido oxidase) em acido fenil pirdvico, que em presenca de
cloreto férrico, impregna o meio e principalmente a dgua de exsudacdao, com uma
coloracdo verde, pela formacdo de fenilhidrazona. A Salmonella apresenta
comportamento bioguimico negativo neste meio, pois tal microrganismo nao produz
a enzima fenilalanina desaminase, desta forma, apds a adi¢do do cloreto férrico, o
meio permanece na coloragdo amarela original do reativo cloreto férrico.

Para realizacdo das provas de descarboxilagcdo da lisina, ornitina e
dehidrolizacdo da arginina, utilizou-se o meio ornitina descarboxilase arginina
dihidrolase teste caldo base (Merck n® 6934), que foi distribuido em quatro por¢des
idénticas quanto ao volume. Cada uma dessas porc¢des, representou um meio, apos
adicdo de 1% de L-ornitina (Merck n°® 6934) e 1% de L-arginina (Merck n® 1542) e
1% de L-lisina. A Ultima fracdo ndo recebeu nenhum aminoéacido, funcionado como
controle. A partir da cultura estocada em caldo BHI, inoculou-se o sub-cultivo a ser
testado nos quatro tubos com os meios, acrescentando em seguida, a cada um,
algumas gotas de 6leo mineral esterilizado, com o objetivo de se criar na superficie,
uma fina camada de 20 mm de espessura, gerando caracteristicas de anaerobiose.
O material foi incubado em estufa a 37°C e acompanhado diariamente durante
quatro dias. Foram considerados rea¢fes caracteristicas para Salmonella, coloracao
purpura azulada aos meios que continham aminoacidos e amarelada ao tubo
testemunho. Tais reacdes ocorrem devido a fermentacdo da glicose, pelo
microrganismo e consequente producdo de &cido, dessa forma, o meio que
inicialmente era puarpura torna-se amarelo. Em seguida, ocorre a descarboxilacéo da
lisina, da ornitina e a descarboxilacdo e dehidrolizacdo da arginina, resultando na
producao de radicais alcalinos (gas carbdnico e amonia), novamente o meio adquire
coloracéo purpura azulada.

Para realizacdo do teste da urease transferiu-se um inéculo do caldo BHI para
o caldo uréia (Merck n® 8483), com posterior incubacdo em estufa a 37°C/24h. A

finalidade deste teste € de observar se 0 microrganismo presente possui a enzima
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urease, capaz de hidrolizar a uréia em moléculas de carbonato aménia, aumentando
consequentemente o pH. O indicador de pH, vermelho de fenol em meio alcalino
altera a cor do meio de péssego (teste negativo) para cor de rosa escuro (teste
positivo). A maioria das cepas de Salmonella spp s&o urease negativas.

No teste do malonato, inoculou-se a partir da cultura estocada em caldo BHI
um indculo substancial para o caldo malonato (Merck n° 5419), incubando
posteriormente em estufa a 37°C/24-48h. Como a maioria das cepas de Salmonella
spp sao malonato-negativas, selecionou-se como comportamento bioquimico
caracteristico as amostras que permaneceram com a cor verde do meio inalterada.

Para realizacdo do teste do indol, adotou-se a mesma técnica ja descrita na
secdo 3.5.1.5 para bioguimica da E. coli, porém o comportamento bioquimico da
Salmonella spp em tal meio difere do comportamento da E. coli, visto que a maioria
das cepas de Salmonella spp sdo indol-negativas, formando na superficie do tubo
um anel amarelo, devido a auséncia da enzima triptofanase.

A realizacdo das provas bioquimicas de VM e VP seguem as mesmas
instrucdes ja descritas na sec¢do 3.5.1.5 e 0 mesmo comportamento bioquimico para
ambos os microrganismos pesquisados, ou seja sdo VM positivas e VP negativas.

A prova do citrato de Simmons segue as mesmas instrucdes ja descritas na
secdo 3.5.1.5, porém as cepas de Salmonella spp apresentam comportamento
bioquimico positivo neste meio, ou seja, conseguem crescer em meio que fornece
apenas citrato de sodio como unica fonte de carbono disponivel e cristais de aménia
como Unica fonte de nitrogénio, em um meio mineralizado, produzindo desta forma
radicais alcalinos. O indicador de pH azul de bromotimol em meio alcalino, muda a
cor do meio de verde para azul.

Para realizacdo do teste de motilidade utilizou-se o agar sulfeto indol
motilidade - SIM - (Merck n® 5470), com uma picada central do meio, atingindo até
uma profundidade de 0,5 cm. O material inoculado foi incubado em estufa a
37°C/24h. As cepas do género Salmonella spp, exceto as espécies Salmonella
gallinarum e a Salmonella pullorum, sdo moveis, sendo a motilidade evidenciada
pelo crescimento difuso em toda a extensdo do meio. Em caso de microrganismo
imovel o crescimento ocorre somente na regidao da picada efetuada quando da
inoculagdo do meio. A maioria das cepas de Salmonella sdo produtoras de H,S,
evidenciada pela coloracdo negra que se difunde no meio, sendo esta reacao

independe da motilidade do microrganismo.
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Para realizacdo do teste de oxidase, esterilizou-se tiras de papel Waltman n°
1 em autoclave (121°C/15 minutos), colocando em seguida em estufa para secagem
completa das tiras. As tiras foram embebidas em solu¢cdo aquosa de cloridrato de
tetrametil parafenileno diamino a 1%. ApGs prévia secagem das tiras, efetuou-se o
teste das amostras suspeitas estocadas em caldo BHI. Retirou-se uma gota, com
auxilio de um bastdo de vidro, previamente flambado e esfriado na zona de
seguranca do bico de Bunsen e depositou-se sob a superficie da fita. A leitura foi
feita por até 60 segundos, para a observacdo do aparecimento de uma coloracdo
azul purpura (teste positivo) ou 0 ndo aparecimento de tal coloracéo (teste negativo).
As cepas de Salmonella spp sdo oxidase-negativas, ou seja, durante o periodo
observado, nenhuma reagéo se desenvolve no local.

Foram consideradas como reacdes tipicas para Salmonella spp as seguintes
caracteristicas: reacdes tipicas em TSI e LIA, e os seguintes teste: fenilalanina (-),
descarboxilacdo da lisina (+), descarboxilacdo da ornitina (+), descarboxilacdo e
dehidrolizacdo da arginina (+), malonato (-), urease (-), indol (-), VM (+), VP (-),
citrato (+), motilidade (+), oxidase (-).

Os cultivos com perfil bioquimico caracteristico para Salmonella spp, foram
semeados em caldo BHI, incubadas a 37°C por 24 horas, para obtencdo de culturas
bacterianas em fase de crescimento exponencial, para posterior realizacdo da
caracterizacdo soroldgica, conforme preconizado pelo fabricante (PROBAC do
Brasil).

Para caracterizacdo sorolOgica, foi realizada a técnica de aglutinacdo em
lamina, com o soro Salmonella — polivalente somatico (PROBAC do Brasil), que
contém anticorpos contra antigenos O das salmonelas dos grupos A, B, C,De E. O
soro foi submetido a prova de auto-aglutinacdo, conforme especificacdes do
fornecedor, para comprovar a eficacia e evitar falsa interpretacao.

A partir de culturas recentes em caldo BHI, repicou-se para o meio semi soélido
EPM, que fornece em um unico tubo, informagdes quanto aos testes de producéo de
gas a partir da fermentacdo da glicose, H,S, urease e 1-triptofano desaminase.
Inoculou-se com agulha de platina, toda superficie inclinada do meio semi solido de
EPM e a base com uma picada central até o fundo do tubo. O material foi incubado a
37°C durante 20 a 24 horas. A partir do crescimento neste meio, foi adicionado 0,2
mL de solucdo salina esterilizada, para obtencdo de uma suspensdo bacteriana

espessa. Em uma placa de aglutinacdo foi colocado uma gota da suspensao



59

bacteriana juntamente com uma gota padréo do soro somatico polivalente, utilizando
um area de 1,5 cm de diametro, com movimentacao da placa de modo que a mistura
suspensdao/soro se deslocasse facil e continuamente, durante um a dois minutos.
Foram consideradas positivas as reacoes de aglutinacdo ocorridas dentro de dois
minutos.

Verificou-se previamente a eficiéncia do soro somatico polivalente realizando
0 teste de autoaglutinacdo com uma gota de soro e uma gota de solugcao salina,
verificando auséncia de aglutinacéo.

Todas as amostras submetidas ao meio semi sélido de EPM, recomendado
por Toledo, Fontes e Trabulsi, 1998, para realizacdo do teste soroldégico somatico
polivalente, demonstraram reagdo bioquimica caracteristica de Salmonella spp,
dessa forma, confirmando os resultados obtidos na seriacdo bioquimica
convencional recomendada por Andrews et al., 2001.

Todas as amostras foram submetidas ao esfregaco em laminas e coradas
pelo método de Gram, para verificacdo da pureza da cultura, observando apenas a
presenca de bastonetes Gram negativos.

As cepas que apresentaram testes bioquimicos e morfotintoriais
caracteristicos, confirmados com a aglutinacdo dentro do tempo previsto, foram

consideradas pertencentes ao género Salmonella spp.
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3.5.3 Enumeracéo de coliformes termotolerantes (Escherichia coli)
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3.5.4 Isolamento e identificagdo de Salmonella
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CONTINUACAO
¢ I::> Caldo BHI

TESTE SOROLOGICO CARACTERISTICAS ESFREGACO EM LAMINA
FENOTIPICAS
Aglutinacédo (+): i ) Bastonete Gram (-):
Soro + suspensdo Fenilalanina (-) Coloracéo pelo método
bacteriana Uréia (-) de Gram
Oxidase (-)
Malonato (-)

O/F testemunho (-)
L —arginina (+)

L —ornitina (+)

L —lisina (+)

Indol (-)

VM (+)

VP ()

Citrato (+)
Motilidade (+)
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3.6 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

A andlise estatistica dos dados foi determinada pela média aritmética,
variacdo entre as médias, adotando-se andlise de variancia, teste T, g- quadrado e
teste de McCNEMAR, com intervalo de confianca de 95%, com margem de erro de
5%.



4 RESULTADOS

De um total de 80 amostras avaliadas, observou-se que 53 (66,25%)
apresentaram temperatura superior a estabelecida pela portaria 304 de 22/04/1996,
do Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento (Brasil, 1996), na qual
estabelece a temperatura maxima para recepcdo da carne bovina no comércio
varejista em 7°C (Figura 1)

De 40 amostras verificadas em cada estabelecimento, 25 (62,50%) no
estabelecimento A e 28 (70,00%) no estabelecimento B, apresentaram temperatura
acima de 7°C. A projecao destes dados € melhor evidenciada nas figuras 2 e 3.

Com relacdo ao parametro fisico-quimico de potencial hidrogénio-iénico (pH),
tomando por base o RIISPOA (BRASIL, 1997), verificou-se que de um total de 80
(100%) amostras analisadas, apenas trés (3,75%) das amostras apresentaram-se
fora do padrdo estabelecido pela referida legislacdo, sendo valores acima de 6,40
considerados em inicio de decomposicao.

Todas as amostras de pH obtidas no estabelecimento A encontravam-se com
indices abaixo do permitido pelo RIISPOA (BRASIL, 1997), situando-se na faixa de
5,50 a 6,27, ja com relacdo as amostras coletadas no estabelecimento B, trés destas
encontravam-se com percentual acima de 6,40. O restante das amostras (37) do
altimo estabelecimento encontravam-se na faixa de 5,50 a 6,38 (Quadro 3).

Comparando os resultados obtidos antes e apds o0 processo de desossa nos
referidos estabelecimentos, quanto a enumeracdo coliformes termotolerantes,
constatou-se que o processo de desossa realizado nestas casas atacadistas, ndo
influencia de maneira significativa na qualidade bacteriolégica do produto final
analisado. Entretanto, observou-se que do total de amostras analisadas, (21)
26,25% demostraram aumento do percentual de contaminagdo por coliformes
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termotolerantes, apds o processo de desossa, porém tal valor ndo é estatisticamente
significativo para comprovar que o processo de desossa influenciou na qualidade
bacterioldgica final, quanto a este microrganismo preé-citado.

Analisando, separadamente, os estabelecimentos pesquisados, observou-se
que no estabelecimento A 14 (35,00%) das amostras demonstraram aumento do
valor do NMP de coliformes termotolerantes apds o processo de desossa. Nas
demais 26 (65,00%) das amostras, os valores de NMP permaneceram 0 mesmo. Ja
0 estabelecimento B apenas 7 (17,50%) das amostras apresentaram valor de NMP
de coliforme termotolerante maior ap0s o processo de desossa, representando
metade do aumento de contaminacdo do estabelecimento A. As demais 33 (82,50%)
das amostras apresentaram NMP abaixo do padrao recomendado pela USDA, 1996.
Este dado é visualizado na figura 4.

Foram identificadas 97,50% das amostras obtidas antes da desossa no
estabelecimento A, contaminadas por E. coli, jA ap6s a desossa 100% das amostras
apresentaram-se contaminadas pelo patdgeno. Valores proximos foram observados
no estabelecimento B, visto que 95,00% e 97,50% apresentaram-se contaminadas
por E. coli, respectivamente, antes e ap0s a desossa.

Ainda com relacdo a presenca de coliformes termotolerantes,
especificamente, E. coli, uma atencdo especial deve ser dispensada no que se
refere ao elevado nivel de contaminacdo da meia carcaca bovina recebida no
comeércio varejista, do referido municipio, por este microrganismo. De um total de 40
(100%) das amostras do estabelecimento A, 17 (42,50%) das amostras
demostraram valor de NMP de coliforme termotolerante superior a 10> NMP/cm? de
alimento. O estabelecimento B demonstrou percentual relativamente menor, visto
que, de um total de 40 (100%) das amostras, 13 (32,50%) das amostras
apresentaram NMP de coliformes termotolerantes superior a 10> NMP/cm? de
alimento.

Com relacdo ao isolamento e identificacdo de Salmonella spp, ambos
estabelecimentos apresentaram contaminacao por tal patdbgeno. Analisando o total
de amostras obtidas nos estabelecimentos pesquisados, em etapas distintas (antes
e apd6s o processo de desossa da carne bovina), verificou-se um aumento de
amostras contaminadas por tal patégeno, de 12,50% para 20,00% apds 0 processo

de desossa (Figura 5).



66

No que se refere ao nivel de contaminacdo por Salmonella spp entre os
estabelecimentos pesquisados, constatou-se que o maior nivel de contaminacao por
esta bactéria foi verificada no estabelecimento A, sendo 14 (17,50%) amostras
positivas para Salmonella, comparadas a 12 (15,00%) de positividade para o referido
patdgeno no estabelecimento B, dado este demonstrado na figura 6.

Apesar da maior propor¢cado de amostras contaminadas por Salmonella spp ter
sido isolada no estabelecimento A, a maior proporcéo isolada antes do processo de
desossa foi verificada no estabelecimento B, de acordo com a figura 7 e a maior
proporcao isolada ap0s a desossa, foi obtida no estabelecimento A, verificada na
figura 8.

De um total de 40 amostras obtidas antes da desossa, no estabelecimento A,
4 (10,00%) confirmaram presenca de Salmonella spp em 10 cm? porém nas
amostras obtidas apés a desossa, a presenca de tal patdégeno, fora
significativamente maior, com presenca de Salmonella spp em dez amostras
(25,00%), comprovando diferenca estatistica significativa, com base no teste de
McNemar, ao nivel de significancia de 5% (p=0,031). Os resultados obtidos para o
estabelecimento B foram proximos aos obtidos no estabelecimento A, nas amostras
iniciais, apresentando presenca de Salmonella spp em seis (15,00%) de um total de
40 amostras, porém as amostras obtidas ap6s a desossa apresentaram 0 mesmo
percentual de contaminacdo (15,00%) das amostras iniciais. Tais dados sao
visualizados na figura 9.

Ndo houve diferenca estatistica significativa quando comparamos a
positividade entre os estabelecimentos A e B (p = 0,070) para presenca de
Salmonella spp.

Todos os resultados obtidos nesta pesquisa sao visualizados na figura 10,
mostrando os valores médios do NMP de coliformes termotolerantes, positividade de
Salmonella spp antes e apds a desossa e valores médios de pH e de temperatura
das meias carcacas bovinas analisadas, no municipio de Cuiaba — MT.



Figura 1: Temperatura média de recepcdo da carne bovina no comércio
varejista dos estabelecimentos pesquisados.

BAcmade”C
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Figura 2: Propor¢do das amostras de carne bovina do estabelecimento A com
temperatura acima do permitido pela legislacéo vigente.
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Figura 3: Proporcdo das amostras de carne bovina do estabelecimento B com
temperatura acima da permitida pela legislagéo vigente.
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Figura 4: Amostras de carne bovina (Tensor fasciae latae) que demonstraram
aumento do valor do NMP apés o processo de desossa.
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Figura 5: Percentual total de amostras de carne bovina (Tensor fasciae latae)

contaminadas por Salmonella antes e depois da desossa.
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Figura 6: Percentual total de amostras de carne bovina obtidas (Tensor fasciae
latae) contaminadas por Salmonella analisadas nos estabelecimentos
varejistas A e B.
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Figura 7: Percentual de amostras de carne bovina (Tensor fasciae latae)
contaminadas por Salmonella antes da desossa nos
estabelecimentos varejistas A e B.
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Figura 8: Percentual de amostras de carne bovina (Tensor fasciae latae)
contaminadas por Salmonella depois da desossa, nos estabelecimentos varejistas A
e B.
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Figura 9: Amostras de carne bovina (Tensor fasciae latae) contaminadas por
Salmonella antes e depois da desossa nos estabelecimentos

varejistas A e B individualmente.
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Figura 10: Parametros bacteriologicos e fisico-quimicos das amostras de carne

bovina analisadas,

obtidas nos estabelecimentos comerciais

pesquisados, enquadrados dentro e fora dos padrées mencionados.
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5 DISCUSSAO

Segundo Nottingham, 1982, o fator mais importante na selecdo da microbiota
da carne fresca é a temperatura. Esta ndo s6 determina o aumento ou reducdo do
namero de contaminantes, como também influencia na natureza da microbiota que
se tornara dominante.

No presente trabalho pode-se verificar que ndo existe cadeia do frio eficiente
nos estabelecimentos estudados no municipio de Cuiaba - MT, visto que, a carne
bovina descarregada nas casas atacadistas, do referido municipio, € oriunda de
cidades vizinhas, sendo transportadas em caminhdes sem refrigeracdo. Sabe-se
que, a carne bovina possui em sua constituicdo aproximadamente 75,00% de seu
peso em agua, rica em nutrientes e seu pH proximo a neutralidade, tornando a
mesma extremamente susceptivel ao processo de deterioracdo. Desta forma, a
carne sendo transportada sem refrigeracdo por longas horas e com uma pequena
carga de contaminacdo superficial, torna a mesma impropria para 0 consumo
humano em algumas horas.

Com relagdo a temperatura de recebimento da carcaca, em ambos
estabelecimentos, de um total de 80 amostras, foi possivel constatar que 53
(66,25%) das amostras estavam em desacordo com a legislacao vigente. De acordo
com a portaria 304/96 (BRASIL, 1996) os cortes de carne bovina devem chegar ao
varejo com temperatura maxima de 7°C, parametro este que nao € respeitado, visto
que 66,25% das amostras estavam com temperaturas superiores a 7°C.

Os autores Veras, Blum e Silva, 2001, também observaram que as amostras
obtidas em estabelecimentos comerciais localizados em areas de menor poder

econdmico da cidade do Rio de Janeiro, demonstraram que as temperaturas médias



73

foram mais altas quando comparadas com a média da temperatura das amostras
localizadas em area de maior poder econdémico.

Resultados semelhantes também foram observados por Gunvins e Bogh,
1989 em seu estudo, verificando as condicbes em que a carne era submetida do
ponto de producdo até o estabelecimento retalhista. Estes autores verificaram que
os limites de temperatura de 7°C foram freqliientemente ultrapassados, sendo sua
maior razdo o insuficiente isolamento térmico dos veiculos que promoviam o seu
transporte. Porém Lima, 1998 em sua pesquisa verificou algo mais alarmante, a ndo
aplicacao do frio imediatamente apos o abate e durante o transporte da mesma, em
uma parcela da carne bovina comercializada no Estado do Ceara, devido a
incapacidade numérica de camaras frias nos frigorificos da regido e a auséncia de
refrigeracdo nos caminhBes que transportavam a carne bovina até o mercado
varejista.

O transporte da carne bovina sem refrigeracdo também foi observado por
Fliss, Simard e Ettriki, 1991b, em sua pesquisa em abatedouros na Tunisia, sendo o
transporte realizado sem refrigeracdo do abatedouro até os mercados varejistas,
dessa forma, fornecendo condi¢cdes para o crescimento bacteriano, assim como a
contaminacgdo cruzada. Dado este também observado, nesta pesquisa, verificando o
transporte da carne bovina em caminhdes isotérmicos, sem refrigeracdo, sendo
recebida nos estabelecimentos comerciais acompanhados, com temperatura média
de 10°C, variando de 4,1°C a 15,6°C.

Segundo Pardi et al., 2001, a desossa realizada em casas atacadistas, ndo é
capaz de obter uma carne que mantenha as desejaveis condi¢cdes de higiene e
conservabilidade, uma vez que recebem um produto com uma carga microbiana
aumentada em razdo da quebra do ciclo do frio e da auséncia de controle da
atmosfera nos locais de trabalho, além da falta de fiscalizacdo higiénico-sanitaria
permanente de operadores. O presente trabalho confirmou, pelos dados obtidos,
este aspecto, visto que a cadeia do frio ndo atende aos parametros previstos pela
legislacdo nacional, sendo a carne transportada por longas horas em temperatura
ambiente, devido a auséncia do dispositivo “thermo king” nos caminhfes que
realizam o seu transporte. Além deste fator, existem inUmeros outros que contribuem
para a perda da qualidade do produto, como a existéncia da figura do “lombador”,

pratica comum em todo o territério brasileiro.
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A portaria 145 de 01 de setembro de 1997 (BRASIL, 1997), estabelece a
obrigatoriedade de se obter autorizacdo especifica junto ao Departamento de
Inspecao de Produtos de Origem (DIPOA), para realizagdo de desossa. Na prética,
0S varejistas precisam seguir as seguintes exigéncias: possuir servico de inspecao
federal, estadual ou municipal; requerer a adesdo ao programa as autoridades
competentes, apresentando projeto para transformacdo em “entreposto com
desossa aprovada”, adequando-se as normas da Portaria n°® 368/97 (BRASIL, 1997),
do Ministério da Agricultura, que aprovou o Regulamento Técnico sobre as
Condicdes Higiénico-Sanitarias e de Boas Praticas de Fabricacdo para
Estabelecimentos Elaboradores e Industrializadores de Alimentos; além de cumprir o
Cddigo de Postura Municipal. Apesar da obrigatoriedade imposta a partir de 1998,
junto a tais estabelecimentos comerciais, esta portaria ainda ndo esta efetivamente
em pratica de fato, sendo comprovado pelo presente trabalho, no qual verificou-se
em um universo de 1500 estabelecimentos comerciais que recebem, desossam e
manipulam carne bovina, espalhados em todo o municipio, apenas um
estabelecimento, possui o titulo de entreposto com desossa aprovada. De acordo
com informacfes da Vigilancia Sanitaria Municipal, os estabelecimentos comerciais
em Cuiabad que realizam desossa ndo possuem servico de inspecdo federal,
estadual ou municipal e n&do aderiram ao programa para transformagdo em
entreposto com desossa aprovada, desta forma, atuando na ilegalidade.

Com relacdo aos valores médios obtidos ao determinar o pH da carne bovina
em ambos estabelecimentos ndo houve diferenca estatistica significativa entre o
supermercado localizado em area central e periférica da cidade de Cuiaba- MT.
Resultado semelhante foi encontrado por Veras, Blum e Silva, 2001, avaliando a
temperatura, pH e maciez das carnes bovinas comercializadas em acgougues e
supermercados da regido do grande Rio de Janeiro. Estes autores também né&o
encontraram diferenca estatistica significativa nos valores médios de pH da carne
bovina comercializada em locais de alto e baixo poder econémico.

Entende-se ser conveniente referir-se a dois pontos fundamentais, tais como:
a) de acordo com o LANARA (BRASIL, 1981) carne bovina com valores de pH entre
6,20 a 6,40 pode ser comercializada apenas para consumo imediato, sendo este
limite critico para consumo, desta forma a porcentagem de amostras de carne
bovina dentro do referido limite critico encontra-se na ordem de 12,5%, ou seja, 10

amostras de um total de 80 (100%) amostras e b) porém Silva, 1985, estabelece
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uma faixa de pH de 5,60 a 6,00 para carne considerada boa para o consumo e as
gue apresentam-se na faixa de 6,00 a 6,40, apesar de serem ainda consideradas em
condicbes de consumo, 0 autor sugere a aplicagdo de outras provas antes de sua
liberacdo ao consumo. Desta forma, aplicando os dados utilizados como parametros
do ultimo autor neste trabalho, de um total de 80 (100%) das amostras analisadas,
17 (21,25%) das mesmas, apesar de serem ainda consideradas em condi¢cfes de
consumo, necessitaria da aplicacdo de outras provas antes de sua liberacdo ao
consumo.

Embora a Resolucdo RDC n° 12 (BRASIL, 2001), ndo estabeleca padrédo de
identidade e qualidade para presenca de coliformes termotolerantes e Escherichia
coli para carne in natura, os valores encontrados para 0 microrganismo em questao,
sugerem que a carne bovina comercializada no municipio de Cuiabd — MT,
representa risco a populagcéao, devido o alto indice de contaminac¢do encontrada na
amostragem inicial (“swab” obtido antes da desossa), além da possibilidade da
presenca de cepas patogénicas de E. coli nesta parcela da carne bovina analisada.

Observou-se em um total de 80 amostras analisadas (estabelecimento A e B),
30 (37,50%) apresentaram NMP com valores acima de 10° bactérias /cm?® de
alimento, padréo este estabelecido pela USDA, 1996, aos paises exportadores de
carne bovina para os EUA. Das 40 amostras analisadas em cada estabelecimento,
para 0 microrganismo em questéo, 17 (42,50%) e 13 (32,50%) apresentaram NMP
com valores acima de 10° bactérias /cm? de alimento, respectivamente para
estabelecimento A e B.

Inimeros fatores podem ter desencadeado este elevado indice de
contaminagao inicial da meia carcaca bovina, a comecar por falhas durante a
operacdo de abate, a ndo aplicacao rapida e eficiente do frio industrial logo apos o
abate, bem como a néo continuidade do mesmo durante o transporte até o0s
mercados varejistas. Além dos fatores supra citados outros fatores podem ter
agravado o indice de contaminagcdo da meia carcaca bovina recebida nos mercados
varejistas acompanhadas como o transporte em caminhdes isotérmicos, sendo a
carne mantida em temperatura ambiente por horas. Convém ressaltar que a
temperatura ambiente da cidade de Cuiabd atinge facilmente 40°C em determinadas
épocas do ano, dessa forma contribuindo para o aumento da temperatura da meia
carcaca, assim como favorecendo um aumento da microbiota superficial do produto.

Em condicBes ideais de calor, umidade e nutriente, as bactérias se multiplicam em
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média a cada 20 minutos, dado este de extrema importancia, em especial quando a
carga microbiana € elevada e os demais fatores como, tempo/temperatura de
transporte sdo elevados, tendo como consequéncia a intensa multiplicacéo
bacteriana, tornado a carne uma fonte de veiculacao de ETA.

Outro fator a se considerar € o acondicionamento inadequado das meias
carcacas no interior do caminhao isotérmico, sendo agrupadas em lotes em contato
intimo entre as meias carcacas (foto 2).

De acordo com Gill, 1996a a contaminacao da superficie da carcaca € a base
dos problemas, tanto para conservag¢ao da qualidade da carne como para a saude
publica. Entre os possiveis microrganismos patogénicos presentes na superficie da
carcaca, atencao especial deve ser dada a Escherichia coli, por ser um dos
microrganismos patogénicos com potencial a desenvolver-se em temperaturas de
refrigeracao.

Ainda ao que se refere a influéncia do processo de desossa na qualidade
bacteriolégica da carne bovina, com relagdo a enumeracdo de coliformes
termotolerantes, observou-se nesta pesquisa que o estabelecimento localizado na
periferia da cidade (A), demonstrou maior nivel de contaminacéo apds o processo de
desossa, quando comparado com o0s resultados obtidos no estabelecimento
localizado na area central da cidade (B). Estes resultados podem ser “vinculados” a
inmeros fatores como treinamento inadequado dos desossadores, local inadequado
para higienizacdo das maos e dos equipamentos e utensilios como, facas, ganchos,
etc, (foto 3), como local impréprio para armazenamento dos mesmos (foto 4).

Em ambos estabelecimentos pesquisados, o acondicionamento da meia
carcaca durante o transporte do frigorifico até os mercados varejistas procedeu-se
da mesma forma inadequada, porém o transporte da mesma do caminhao até a sala
de desossa apresentou diferenca entre o0s estabelecimentos pesquisados. O
transporte da meia carcaga no estabelecimento A foi realizado com auxilio do
“lombador” (foto 5) enquanto no estabelecimento B o transporte do produto em
questao, procedeu-se por trilhamento aéreo, do caminhdo até a sala de desossa
(foto 6).

Verificou-se nesta pesquisa que 12,50% do total de 80 (100%) amostras de
carne bovina analisadas antes da desossa em ambos estabelecimentos,
encontravam-se contaminadas por Salmonella spp, sendo consideradas impréprias

para o consumo, de acordo com a Resolucdo RDC n°® 12 (BRASIL, 2001). Valores
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ainda maiores foram verificados ap0s a desossa, aumentando de 12,50% para
20,00% das amostras contaminadas por este patdgeno, comprometendo ainda mais
uma parcela da carne bovina comercializada.

Apesar de ter sido verificado o aumento do nivel de contaminacdo por
Salmonella spp, deve-se ressaltar que o0 aumento de amostras contaminadas por tal
patdogeno soO foi verificado no estabelecimento A, mantendo o mesmo nivel de
contaminagao antes e depois da desossa no estabelecimento B. O dado obtido no
estabelecimento B constata que o produto j& apresentava a presenca do patégeno
antes do processo de desossa, caracterizando uma contaminacao prévia do produto
analisado pelo patégeno citado.

Especula-se que o fato do maior nivel de contaminacdo encontrado no
estabelecimento A ap0s o processo de desossa, seja devido um somatoério de
fatores como: falhas durante o processo de desossa, como auséncia de
esterilizadores de facas e ganchos, condi¢cdes higiénico-sanitarias insatisfatorias,
bem como da precariedade da estrutura fisica da sala de desossa, falta de
treinamento dos funcionarios que fazem parte da equipe (desossadores e
atendentes).

Silliker e Gabis, 1986, bem como Varnam e Evans, 1996, consideram ser
comum a presenca de Salmonella em carne crua e em aves, pois esta pode fazer
parte da microbiota destas matérias-primas. Tal aspecto, também foi considerado
por Giombelli e Silva 2001 em sua pesquisa realizada com carnes in natura, obtendo
como resultado a presenca de Salmonella spp em 48 (50,50%) das 95 (100%)
amostras de carne in natura analisadas.

A pesquisa realizada pelos autores Almeida, Gongalves e Franco, 2002, sobre
a presenca de Salmonella em corte de carne bovina inteiro e moida, foi verificada
pelos autores que os isolamentos de salmonelas foram provenientes de amostras
obtidas em estabelecimentos comerciais, onde as condi¢cfes higiénico-sanitarias de
utensilios, equipamentos, pessoal e do ambiente em geral, encontravam-se abaixo
do padréo aceitavel, enquanto que as amostras que caracterizaram auséncia de
Salmonella procederam dos estabelecimentos onde as condicbes higiénico-
sanitarias apresentavam-se adequadas, demonstrando que as mesmas sao de suma
importancia para o fornecimento de alimentos que nado exponham a populacdo ao

risco de adquirir uma enfermidade de origem alimentar.
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Resultados semelhantes foram obtidos na pesquisa realizada por Sobreiro et
al., 2003 avaliando a relacdo entre qualidade dos produtos de origem animal
comercializados no mercado varejista e o nivel sdcio-econdmico do consumidor na
cidade do Rio de Janeiro, constatou que as condi¢cdes higiénico sanitarias dos
mercados situados em areas de nivel sécio econdmico inferior foram extremamente
insatisfatorias e bastantes diferenciadas dos mercados situados em areas de melhor
nivel soécio-econbmico. Apesar das amostras coletadas e das analises
bacteriol6gicas realizadas pelo autor supracitado ndo terem sido semelhante as
realizadas nesta pesquisa, vale ressaltar que as analises bacterioldgicas realizadas
por Sobreiro e colaboradores, confirmou que existe diferenca quanto a qualidade
higiénico sanitéria dos produtos oferecidos de acordo com o nivel s6cio econdmico
do consumidor, nos estabelecimentos pesquisados.

O presente trabalho comprovou, que existe diferenca significativa do padrao
de qualidade bacteriologica da carne bovina desossada em estabelecimento
comercial localizado na periferia da cidade, quando comparado com o
estabelecimento comercial localizado na &rea central da cidade, no que se refere a
contaminacgéo da carne bovina por Salmonella spp.

Apesar das normas, portarias e leis exigindo-se aplicacédo de boas préticas de
fabricagdo em todas as etapas da cadeia produtiva da carne, a aplicagdo das
mesmas diariamente, ndo € uma realidade brasileira, em especial em alguns
municipios, que tem a prerrogativa legal de exercer a fiscalizacdo dos
estabelecimentos. O ndo cumprimento da legislacdo pode estar relacionado com a
incapacidade numérica de funcionarios em 6érgaos fiscalizadores, a deficiéncia
estrutural e financeira das vigilancias sanitarias e vigilancias epidemioldgicas, a nao
utilizacdo adequada da legislacéo vigente, a sub-notificacdo dos surtos de ETA que
dificultam o cumprimento da legislacdo na sua totalidade, cabendo aos 0Orgaos
fiscalizadores maior atuacdo, para que a atividade da vigilancia sanitaria e dos

demais 6rgdos competentes se tornem uma realidade nacional.



6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos e tendo em vista 0s objetivos iniciais do

trabalho, as seguintes conclusdes podem ser estabelecidas:

N&o existe diferenca estatistica significativa em relagdo a temperatura da carne
bovina recebida nos estabelecimentos comerciais pesquisados.

N&o foi constatado diferenca estatistica significativa com relacdo aos valores de
pH das meias carcagcas bovinas analisadas, entre o0s estabelecimentos
pesquisados.

N&o ha diferenca estatistica significativa entre os estabelecimentos pesquisados,
com relacdo ao nivel de contaminacgéo por coliformes termotolerantes, apesar do
estabelecimento A ter demonstrado aumento do nivel de contaminacdo apos a
desossa superior ao aumento demonstrado no estabelecimento B.

Comprovou-se diferenca estatistica significativa com relacdo a presenca de
Salmonella spp no estabelecimento localizado na periferia da cidade (A), apés o
processo de desossa. Porém ndo houve diferenca estatistica significativa com
relacdo ao mesmo patdgeno no estabelecimento localizado na area central da
cidade (B), tanto antes como depois da desossa.

Foi verificado o baixo padrdo de qualidade na recepcdo da carne bovina nas
casas atacadistas, considerando que 37,50% das amostras analisadas
apresentaram nivel de contaminacao para coliformes termotolerantes acima do
estabelecido pelo USDA, 1996 e 12,50% das amostras apresentaram presenca
de Salmonella, tornando o produto, ora em condi¢cdes higiénico-sanitarias

insatisfatdrias (USDA, 1996) e ora impréprio para o consumo (BRASIL, 2001).

. A alta freqiéncia de positividade para coliformes termotolerantes e E. coli bem

como a presenca de Salmonella spp indicam que o produto analisado (alcatra) na
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sua maioria, foi obtido ou conservado de maneira improépria, podendo representar
um elo importante na cadeia de transmissdo de ETA, comprometendo a saude

publica.



7 SUGESTOES

De acordo com as observacdes expostas, sugere-se:

. Que sejam definidas oficialmente a enumeragdo de coliformes termotolerantes
para a carne bovina in natura, devido o perigo & saude publica da presenca deste
patdogeno em alimento, assim como da sua funcédo de indicador de condi¢cdes
higiénico-sanitarias.

. Que os estabelecimentos comerciais que realizam desossa, se adequem as
exigéncias das portarias 304/96 e 145/97 do Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento, obtendo o titulo de entreposto com desossa aprovada.

. Que a vigilancia sanitaria tenha uma atuacdo mais contundente com relacdo a
fiscalizagdo de estabelecimentos comerciais que recebem, manipulam,
processam e comercializam produtos de origem animal em geral, em especial os
produtos carneos.

. Que os o6rgaos responsaveis pela fiscalizacao fornecam condi¢cbes apropriadas
para treinamentos regulares dos fiscais que atuam em tal area, bem como dos
manipuladores de alimentos, para que 0S mesmos, prestem um servico de
melhor qualidade.

. Avaliacdo peridédica de manipuladores que participam da desossa relativo a
identificacdo de portadores assintomaticos de Salmonella spp.

. Exigéncia para transporte da carne sob refrigeracéo (com temperatura entre 0° C
a 4° C) ndo importando a distancia entre o frigorifico e 0 mercado varejista.

. Que a legislacdo nacional possibilite a fixacdo de padrdes por area (cm?) em
casos de amostragem ndo destrutiva, na andlise microbiolégica de produtos
carneos, visando o julgamento e destino adequado destes produtos, contribuindo

para a preservacao da saude publica.
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10 ANEXOS

Quadro 01: Numero mais Provavel (NMP) de coliformes termotolerantes e intervalo
de confianca de 95% de probabilidade, para combinagdo de tubos
positivos em séries de trés.

o
[E

o
o

1 0,001  NMP/g

WNDNDNNDNNNNNMNNNNNNMNNNPRPRPPRPPRPPRPRPPRPPRPOO0OO0OO0OO0O0O0O000O0O0OCOO0OO0OO

OQWWWWNNNNRPPPPOOOORPRPFPPPOOOOWWWWNDNNNREPRPRPPRPPLPOOOO

WNPFPOWNRPFPOWNPRPEPOWNRPEFPOWNPEPOWNPEPOWNPEPRPOWMNPEPOWNPEPOWNEDO

o

CONTINUA

<3

w oo w

6.1
9.2
12
6.2
9.3
12
16
9.4
13
16
19

11
15

11
15
19

14
20
26
15
20
27
24
21
28
35
42
29
36
44
53
23

AOAC
AOAC

AOAC

AOAC 3.6

AOAC 7.2

AOAC 7.3

AOAC 9.1



CONTINUACAO

3 0 1 39
3 0 2 64
3 0 3 95
3 1 0 43
3 1 1 75
3 1 2 120
3 1 3 160
3 2 0 93
3 2 1 150
3 2 2 210
3 2 3 290
3 3 0 240
3 3 1 460
3 3 2 1100
3 3 3 >1100

Fonte: AOAC (1980); APHA (1992); APHA (2001).
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11 APENDICE

Quadro 2: Resultados da determinacédo da temperatura das meias carcacas bovinas
nos estabelecimentos varejistas A e B analisados.

Estabelecimento A Estabelecimento B

Amostra 01 6,7 51
Amostra 02 6,8 4,1
Amostra 03 6,4 5,5
Amostra 04 6,6 7

Amostra 05 4,7 7

Amostra 06 4,1 6,6
Amostra 07 4,4 7,5
Amostra 08 55 7,7
Amostra 09 4,1 6,3
Amostra 10 14,5 6,9
Amostra 11 13,5 11,2
Amostra 12 14,3 12,6
Amostra 13 13,5 12,9
Amostra 14 14,5 10,2
Amostra 15 11,3 11,6
Amostra 16 10,9 12,8
Amostra 17 10,1 12,5
Amostra 18 11,1 11

Amostra 19 11,2 11,9
Amostra 20 15,6 12,9
Amostra 21 14,3 9,1
Amostra 22 13,2 10

Amostra 23 13,6 9,4
Amostra 24 13,8 10,3
Amostra 25 13,6 9,9
Amostra 26 7 9,7
Amostra 27 6,2 6,7
Amostra 28 9,3 4,8
Amostra 29 6 5,6
Amostra 30 6,8 6,1
Amostra 31 8,8 10,5
Amostra 32 10,1 10

Amostra 33 9,5 11,5
Amostra 34 9,2 12,4
Amostra 35 8,6 13

Amostra 36 4,9 10,3
Amostra 37 7,5 10,9
Amostra 38 55 10

Amostra 39 10,6 11,4
Amostra 40 11,7 11,9
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QUADRO 3: Resultado da determinacéo de pH do musculo tensor fascia latae nos
estabelecimentos varejistas A e B.

Estabelecimento A Estabelecimento B
Amostra 01 5,46 6,53
Amostra 02 6,12 6,38
Amostra 03 5,8 6,45
Amostra 04 6,22 5,97
Amostra 05 5,75 5,92
Amostra 06 5,77 5,93
Amostra 07 5,55 5,84
Amostra 08 57 6,55
Amostra 09 6,27 5,85
Amostra 10 5,55 6,26
Amostra 11 5,65 5,7
Amostra 12 5,6 5,9
Amostra 13 5,68 5,68
Amostra 14 5,97 5,71
Amostra 15 5,66 5,79
Amostra 16 5,68 5,63
Amostra 17 5,57 5,8
Amostra 18 5,69 6,15
Amostra 19 572 551
Amostra 20 5,67 5,69
Amostra 21 5,78 5,96
Amostra 22 5,73 6,21
Amostra 23 5,75 5,9
Amostra 24 5,63 5,8
Amostra 25 5,67 5,66
Amostra 26 6,18 6,14
Amostra 27 5,87 6,35
Amostra 28 5,88 5,88
Amostra 29 5,83 6,05
Amostra 30 5,88 5,67
Amostra 31 5,66 5,69
Amostra 32 5,64 5,83
Amostra 33 5,6 6,24
Amostra 34 5,78 5,66
Amostra 35 55 6,27
Amostra 36 5,58 5,92
Amostra 37 5,67 6,28
Amostra 38 5,8 6,15
Amostra 39 5,65 6,03
Amostra 40 5,78 6,29
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