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RESUMO

A contaminacdo cruzada por Salmonella spp. durante o processo de abate de suinos
contribui para o aumento da prevaléncia de carcagas positivas no pré-resfriamento. Um
dos fatores que pode contribuir para a contaminacdo cruzada € a execucdo de cortes e
palpacdo de carcagas durante o processo de inspecdo. O presente estudo teve como
objetivo estimar, por meio de ensaios laboratoriais, a transferéncia de Salmonella
Typhimurium DT 177 entre faca e carne suina, para subsidiar anélises futuras aplicadas
ao processo de abate. Foram conduzidas observacGes independentes e aleatdrias da
transferéncia de uma cepa de S. Typhimurium resistente a Ampicilina (Amp"), entre faca
e carne suina, as quais formaram quatro colecbes de dados: Colecdo de dados A:
transferéncia de S. Typhimurium Amp® de faca contaminada para porcéo de carne suina
cortada uma vez (n=20); Colec&o de dados B: transferéncia de S. Typhimurium Amp® de
faca contaminada para por¢éo de carne suina cortada cinco vezes no mesmo lugar (n=20);
Colecdo de dados C: Transferéncia de S. Typhimurium Amp® de porcéo de carne suina
contaminada para faca apOs execucdo de um corte (n=20); Colecdo de dados D:
Transferéncia de S. Typhimurium Amp® de porcio de carne suina contaminada para faca
apos execucdo de cinco cortes no mesmo lugar (n=20). As bactérias transferidas foram
quantificadas na lamina da faca e na superficie da carne, a porcentagem de transferéncia
foi calculada em todas as colecOes de dados. As porcentagens de transferéncia entre as
colecdes de dados foram comparadas por meio de teste t para amostras independentes
usando o programa R Core Team. As percentagens médias de transferéncia na colecédo de
dados A e B foram de 6,26% (4,7% — 7,7%) e 8,32% (6,4% - 10,2%). Nas colecGes de
dados C e D, as percentagens médias de transferéncia foram, respectivamente, 0,42%
(0,3% - 0,5%) e 0,3% (0,2% - 0,4%). Nao houve diferenca significativa entre as
percentagens de transferéncia ap6s um e cinco cortes consecutivos. A partir disso,
conclui-se que ha transferéncia de S. Typhimurium da faca para a carne suina, bem como
da carne suina para a faca. A porcentagem de transferéncia da carne suina contaminada
para a faca é baixa, ao passo que a faca contaminada transfere alta percentagem do total
de células de S. Typhimurium que carreia, durante a realizagdo dos cortes.

Palavras chaves: Salmonella, transferéncia, contaminacéo cruzada, carne suina, facas,
inspecéo.

! Dissertacéo de Mestrado, Mestrado em Ciéncias Veterinarias, Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva, Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Veterinarias, Faculdade de Veterinaria, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil. (XXp). Maio, 2017.



TRANSFER ESTIMATION OF Salmonella Typhimurium DT 177 BETWEEN
STAINLESS STEEL KNIFE AND ARTIFICIALLY CONTAMINATED SWINE
MEAT
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ABSTRACT

Cross-contamination by Salmonella spp. during the pig slaughtering process contributes
to increase the prevalence of positive carcasses in pre-chilling. One of the factors that
may contribute to cross-contamination is the implementation of cuts and palpation of
carcasses during the inspection process. The present study aimed to estimate, through
laboratory tests, the transfer of Salmonella Typhimurium between knife and swine meat,
to support future analyzes applied to the slaughter process. Independent and random
observations of the transfer of a strain of S. Typhimurium Ampicillin-resistant (Amp®)
between knife and swine meat were conducted, which formed four collections of data:
Data collection A: Transfer of S. Typhimurium Amp® from contaminated knife to one
portion of swine meat cut once (n = 20); Data collection B: Transfer of S. Typhimurium
AmpR from contaminated knife to swine meat portion cut five times in the same place
(n=20); Data collection C: Transfer of S. Typhimurium Amp" from portion of
contaminated meat swine to knife after a cut (n=20); Data collection D: Transfer of S.
Typhimurium Amp® from swine meat portion contaminated to knife after five cuts in the
same place (n=20). The transfer percentages between the data collection were compared
by t-test for independent samples using the R Core Team software. The mean transfer
percentages in the data collection A and B were 6,26% (4,7% - 7,7%) and 8,32% (6,4% -
10,2%). In the C and D data collections, mean transfer rates were, respectively, 0.42%
(0.3% - 0.5%) and 0.3% (0.2% - 0.4%). There was not significant difference between
transfer rates after one and five consecutive cuts. From this, it is concluded that there is
transfer of S. Typhimurium from the knife to the swine meat as well as from the swine
meat to the knife. The percentage of transfer of contaminated pork to the knife is low,
while the contaminated knife transfers at high percentage of the total number of S.
Typhimurium cells it carries during cuts.

Key words: Salmonella, transfer, cross contamination, pork, knives, inspection.
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INTRODUCAO

Além da industria alimenticia visar producdo de alimentos seguros, o mercado
consumidor cada vez mais esta exigindo qualidade higiénico-sanitaria nos produtos
finais (SECCHI et al, 2015). Muitos surtos de doencas transmitidas por alimentos tém
sido associados a contaminacgdo cruzada com agentes patogénicos (WANG et al, 2015),
0s quais podem aderir as superficies solidas que atuam como fonte de contaminacao dos
alimentos (OLIVEIRA et al, 2007).

Entre os alimentos mais consumidos no mundo, encontra-se a carne suina,
ocupando no Brasil o terceiro lugar de preferéncia entre os consumidores. Atualmente o
maior produtor é a China, seguido pela Unido Europeia, e Estados Unidos. O Brasil
ocupa o quarto lugar em produgéo, sendo que a maioria dos rebanhos e alojamentos
tecnificados de matrizes se encontram no sul do pais (BRASIL, 2006; ABPA, 2016)
Segundo a Associacdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA), a cadeia produtiva de
suinos no Brasil tem evidenciado um amplo crescimento da producéo e das exportacdes
nos Gltimos anos (ABPA 2016).

A carne suina, assim como outros produtos carneos, pode ser veiculadora de
varios microrganismos patogénicos transmissiveis aos humanos (COSTALUNGA,
TONDO, 2002). Salmonella spp. € um dos microrganismos mais envolvidos em
toxinfecgdes alimentares e representa um dos mais importantes perigos biolégicos na
linha de producdo de carne suina (EFSA, 2011). Somente no Brasil, do ano 2000 até
2011, foi o agente etioldgico responsavel pela maioria dos surtos notificados causados
por alimentos (BRASIL, 2011). Devido a esse fato, a preocupacdo sobre o papel que
desempenha Salmonella spp. na saude publica, assim como estudos sobre seu
comportamento, fatores de viruléncia, patogenicidade e andlise de risco tém aumentado
gradual e consideravelmente nas Gltimas décadas (HALD et al, 2004; ARGUELLO et
al, 2013).

Existem varias etapas ao longo da linha de abate suina que podem ser
consideradas como criticas no momento da disseminacdo de Salmonella spp. Em
algumas dessas etapas ha risco de contato dos utensilios de corte com carcacas
contaminadas, favorecendo a contaminacdo cruzada de carcacas livres de
microrganismos patogénicos (BERENDS et al, 1997; DE BUSSER, et al, 2011;
MOLLER et al, 2012).
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Embora a Unido Europeia considere que a palpagédo e incisdes utilizadas na
inspecdo post mortem devam ser omitidas em suinos do abate por causa do risco de
contaminacdo cruzada (EFSA, 2011), no Brasil é obrigatéria a inspecdo da papada,
cabeca, carcaca e visceras por meio de manipulacdo e incisdo das mesmas e linfonodos
associados (BRASIL, 2017). Qualquer proposta de modificagdo desses procedimentos,
por sua vez, deve ter como base dados cientificos, os quais ainda s&o escassos.

Existem estudos de transferéncia de Salmonella spp. desde superficies inertes
tais como aco inoxidavel (BOTTELDORN et al, 2003; MOORE et al, 2003;
OLIVEIRA et al, 2007; SMID et al, 2013; WANG et al, 2015), tdbuas de corte
(TEIXEIRA et al, 2007; MENDOCA et al, 2012) e esponjas (MATTICK et al, 2003)
para diferentes tipos de alimentos. Porém a transferéncia de microrganismos
patogénicos de facas e outros instrumentos utilizados na linha de abate para a carcaca ou
carne ainda sdo limitados (WANG, 2015).

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo estimar, por meio de ensaios
laboratoriais, a transferéncia de Salmonella Typhimurium DT 177 entre faca e carne

suina, para subsidiar futuras analises aplicadas ao processo de abate.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Género Salmonella

A denominacdo do género Salmonella, foi feita em homenagem a Daniel
Salmon, um medico veterindrio americano, que em 1885 isolou pela primeira vez o
Bacillus choleraesuis do intestino de um suino com quadro de enterite septicémica
(BHUNIA, 2008).

Pertence a familia Enterobacteriaceae, sdo bacilos curtos Gram-negativos, nao
encapsulados, catalase negativo, oxidase positivo, que ndo sdo capazes de metabolizar
lactose e sacarose, porém tem a capacidade de fermentar carboidratos como maltose,
arabinose, manitol, manose, raminose, trealose, sorbitol, além de glicose (QUINN,
2011). Possuem metabolismo tanto respiratério quanto fermentativo, sendo capazes de
produzir acido e frequentemente gas, utilizam citrato como Unica fonte de carbono, sdo
indol negativo, ndo hidrolisam ureia, e podem descarboxilar ornitina e lisina (HOLT,
1994; DESHPANDE, 2002). Tem a caracteristica de ser méveis, por possuirem flagelos
peritriquios, com excecdo dos sorovares Gallinarum e Pullorum (DESHPANDE, 2002;
MERKEY, 2013).

O género Salmonella é capaz de sobreviver sob diversas condi¢cdes adversas
(LUND, 2000). Tem como temperatura 6tima de crescimento a 37°C (FORSYTHE,
2013), porém sdo capazes de se multiplicar em até 43°C, e sobrevivem em pH entre 4,5
a 9, resistem ao congelamento e dessecacao por longos periodos em presenca de matéria
organica (GRIFFITH et al, 2006). E dividido em duas espécies, S. enterica, que por sua
vez esta dividida em seis subespécies (subsp.) reconhecidas: enterica (I), salamae (lI),
arizonae (l111a), diarizonae (l11b), houtenae (IV e VII) e indica (VI). A outra espécie é
denominada S. bongori, a qual possui uma subespécie reconhecida: bongori (EUZEBY,
1999; GRIMONT, WEILL, 2007).

As subespécies do género Salmonella, por sua vez, sdo classificadas em
sorovares com base em trés antigenos. O primeiro € o chamado antigeno somatico (O),
o qual faz parte do lipopolissacarideo da parede celular, e que caracteriza 0s sorogrupos
de Salmonella. O segundo antigeno € o flagelar (H), e o terceiro é o antigeno capsular

(Vi) encontrado em apenas alguns sorovares (S. Typhi, S. Paratyphi, S. Dublin)
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(EKPERIGIN, NAGARAJA, 1998). Esses antigenos sdo a base do esquema de
classificacdo de Kauffman-White.

A primeira publicacdo do esquema de Kauffmann-White foi realizada em 1934
pelo Centro Colaborador da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para Referéncia e
Pesquisa sobre Salmonella (WHOCC-Salm). Os cientistas que estavam no comando
eram F. Kauffmann do Statens Serum Institut (Copenhagen, Dinamarca), desde o ano
1934 até 1965; deixando 958 sorovares listados. De 1965 até 1989 o responsavel foi L.
Le Minor no Instituto Pasteur (Paris, Franca), deixando 2267 sorovares classificados e
transferindo o cargo para M.Y. Popoff, do mesmo instituto, que de 1989 até 2003
conseguiu aumentar a lista para 2555 sorovares identificados. Levando em conta que L.
Le Minor classificou um grande nimero de sorovares, foi sugerido renomear o esquema
para White-Kauffmann-Le Minor (GRIMONT, WEILL, 2007; GUIBOURDENCHE,
2010).

Atualmente, a validacdo de novos sorovares é feita pelo WHOCC-Salm do
Instituto Pasteur, em colaboracdo com o Instituto de Higiene e Meio Ambiente, cujo
laboratério se encontra em Hamburgo (Alemanha), e o Centro para Controle de
Doengas (CDC), com sede em Atlanta (Estados Unidos). Os sorovares s&éo homologados
quando estes trés laboratorios concordam em sua validagdo (GRIMONT, WEILL, 2007;
HUI SU, CHIU, 2007). Na altima revisdo da lista, em 2014, havia 2659 sorovares
caracterizados, sendo 1586 sorovares pertencentes a S. enterica subsp. enterica
(ISSENHUTH-JEANJEAN et al, 2014).

Em relacdo ao habitat natural e os hospedeiros, o género Salmonella pode se
dividir em trés categorias, a primeira é altamente adaptada ao humano, como S. Typhi e
S. Paratyphi, agentes da febre entérica (febres tifoide e paratifoide); a segunda categoria
abrange os sorovares altamente adaptados aos animais como S. Dublin (bovinos), S.
Choleraesuis (suinos), S. Abortusequi (equinos), S. Pullorum e S. Gallinarum (aves). Na
terceira categoria encontram-se 0s sorovares ndo-adaptados. Nesse ultimo grupo,
encontram-se 0s sorovares causadores de gastroenterite (enterocolite). Sua distribuigéo é

mundial, sendo os alimentos os principais veiculos de sua transmissdo (BRASIL, 2012).

2.2 Infeccdo por Salmonella spp. em humanos: patogenicidade e epidemiologia

A apresentagdo clinica da Salmonelose em humanos pode ocorrer de duas

formas: a febre tifoide e paratifoide; e as gastroenterites. A febre tifoide corresponde a

15



sindrome da febre entérica que foi documentada pela primeira vez na Franca, no
comeco do seculo XIX (DESHPANDE, 2002). Esta associada a infecgdo pelos
sorovares S. Typhi e S. Paratyphi. A febre entérica geralmente esta associada a
exposicdo a agua ou alimentos contaminados por humanos infectados por esses
sorovares (LUND, 2010). Em contraste, a gastroenterite ou Salmonelose néo-tifoide é
causada por uma grande variedade de diferentes sorovares ndo-adaptados, causando
quadros de diarreia de severidade leve a moderada, podendo ocasionar septicemia em
individuos imunodeprimidos (KUHN, 2012).

As infecgdes com Salmonella enterica ndo tifoide sdo uma das mais importantes
causas de gastroenterite no mundo (KUHN, 2012) e a infeccdo ocorre, geralmente, pelo
consumo de alimentos, destacando-se aqueles de origem animal. A transmissao pessoa a
pessoa e pessoa a animal também pode ocorrer, através da via fecal-oral, e tém ocorrido
casos associados ao contato com animais infectados, incluindo animais de estimacéo
(WHO, 2016). Estima se que entre 15 a 20% das infec¢fes causadas por Salmonella nos
humanos, sdo associadas ao consumo de carne suina e seus derivados (BERENDS et al,
1998).

A gastroenterite causada por Salmonella spp. acomete anualmente uma parte
significativa da populagdo. Somente nos Estados Unidos, ocorreram 19 mil
hospitalizagBes e 380 6bitos como resultado de salmonelose em 2012 (CDC, 2012),
sendo a principal causa de hospitalizacdes por doencas transmitidas por alimentos
(DTA) em 2013 (KNETTER et al, 2015).

Salmonella enterica € susceptivel ao pH acido do estdmago, portanto a dose
infectante necessaria para 0s sorovares que causam gastrenterite é elevada, cerca de 10°
unidades formadoras de colénias (UFC), embora possa variar entre 10° a 10° UFC
(JAY, 2005; BRASIL, 2008; LEBOFFE, 2011; FORSYTHE, 2013). No entanto,
Deshpande (2002) afirma que a dose infectante varia de acordo com o alimento que for
o veiculo, com o sorovar, com a imunidade do individuo, variando de 10% até 10™.

Ao chegar ao ileo, a patogenicidade de Salmonella spp. relaciona-se com a
capacidade de invasdo das células epiteliais e sobrevivéncia dentro dos macréfagos.
Dois sistemas de secrecédo do tipo Il estdo envolvidos nessa capacidade. O primeiro € 0
T3SS-1, que esta associado a invasdo e permite que o0 patdgeno induza rearranjos de
actina em células epiteliais, dando como resultado a modificacdo estrutural da
membrana citoplasmética e a consequente internalizacdo da bactéria. O segundo

sistema, 0 T3SS-2, funciona alterando o trafico do fagossoma contendo o patdgeno,
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impedindo a fusdo fagossomo-lisossoma, resultando na sobrevivéncia e multiplicacdo
no interior de macrdfagos. A infecgdo por Salmonella spp. pertencentes aos sorovares
ndo-adaptados resulta em inflamacdo na lamina prépria do intestino (SANTOS et al.,
2009).

Os sintomas clinicos aparecem de 7 a 28 horas apds a ingestdo do alimento
contaminado, e incluem, de maneira geral, diarreia aquosa, febre, dor de cabeca e
abdominal e nauseas. Os sinais persistem por 2 a 3 dias, podendo haver complicacdes,
como Ulcera intestinal (LUND, 2000; JAY, 2005; SANTOS et al, 2009; FORSYTHE,
2013). Além disso, o0s pacientes imunologicamente comprometidos sdo mais
predispostos a desenvolver bacteremia e infecgbes focais, que envolvem meningites,
artrite séptica, osteomielite, pneumonia, entre outros (HOHMANN, 2001).

Em geral, o tratamento baseia-se em reposicdo de fluidos, apesar da infeccdo ser
considerada auto-limitante. A terapia antimicrobiana ndo é recomendada em pacientes
que presentam quadros de gastroenterites leves a moderadas, sendo reservada para
pacientes com casos graves e septicémicos (HOHMANN, 2001; FORYSTHE, 2013).

2.3 Infecgdes por Salmonella spp. em suinos

A habilidade de Salmonella spp. em causar doenca clinica no suino vai depender
do sorovar infectante, assim como da idade e estado imunoldgico do animal
(SWANENBURG, 2001; MASKEL, 2006). Drumo et al (2016) constataram que a
infeccdo com cepas de Salmonella, particularmente S. Typhimurium, produzem
alteracbes na microbiota intestinal, evidenciando que a modificacdo da microbiota e a
resposta inflamatoria tem relagdo com a viruléncia da cepa.

A apresentacdo clinica em suinos pode ser observada de duas formas: septicemia
em decorréncia da infecgcdo por sorovares hospedeiros adaptados, como S. Cholerasuis;
e a forma de enterocolite, que é causada por uma variedade de sorovares ndo adaptados,
como S. Typhimurium (MASKEL, 2006). Porém, na maioria dos casos, as infecgdes por
Salmonella spp. sdo subclinicas no suino, sendo dificil o diagnéstico (KNETTER et al,
2015).

Os suinos podem permanecer como portadores, sendo capazes de eliminar a
bactéria nas fezes de forma intermitente (BERENDS et al, 1996; SWANENBURG et al,
2001; KRANKER et al, 2003; OLIVEIRA et al, 2005). Como foi demonstrado por
Fedorka-Cray et al (1995) a infeccdo experimental por via intranasal e transtoracica com
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S. Typhimurium em suinos entre seis e oito semanas de idade, resultou no isolamento de
Salmonella a partir do ceco, colon, cabeca, tecido toracico e ileo apds trés horas da
inoculacdo. Apds esse periodo Salmonella péde ser isolada de forma intermitente por
quatro a cinco meses, inclusive no periodo antes do abate.

Salmonella spp. pode ser introduzida em qualquer estagio da cadeia de producéo
suina, como demonstra o estudo longitudinal realizado por Kich et al (2011) em granjas
integradas no sul do Brasil. Nesse estudo, houve a presenca de Salmonella spp. em 29%
dos lotes de racdo, 26% de amostras coletadas das baias de terminacao, 44% das fezes
dos animais na fase de creche e 90% das baias de espera no pré-abate no matadouro-
frigorifico. Nos animais abatidos, 46% dos linfonodos mesentéricos amostrados e 24%
das carcacas foram positivas para Salmonella spp.

Existem varios fatores como estresse, manejo, estado nutricional e imunoldgico
que influenciam a infecgdo por Salmonella spp. (TEXEIRA, 2006; DE BUSSER et al,
2011). Periodos de estresse na producdo suina, como a fase de troca do desmame para a
creche e da fase de creche para a terminacdo, implicam em mudanca no ambiente, na
estrutura social, além da dieta do animal, acarretando uma alteracdo no sistema
imunolégico, contribuindo assim para a transmissao de Salmonella spp. (WILLS, 2000).

Estudos tém demonstrado alta prevaléncia de animais portadores de Salmonella
na fase de terminagdo (KRANKER et al, 2003, BESSA et al, 2004). O transporte de
animais infectados para o abatedouro e a fase de espera pré-abate, sdo importantes
fatores de transmissdo, tanto pela entrada continua de animais de diferentes origens
soropositivos excretando Salmonella, quanto pela liberacdo de catecolaminas que
provocam um aumento na motilidade intestinal aumentando a frequéncia de defecacgéo
(MORGAN et al, 1987; BERENDS et al, 1996; BERENDS et al, 1997;
SWANENBURG, 2001; LO FO WONG, 2002; FOSSE et al, 2008; KNETTER et al,
2015).

Estudos realizados por Swanenburg et al (2001) nas baias de espera, em
matadouros de suinos na Holanda, demonstraram que Salmonella spp. estava presente
em 70% das amostras coletadas, e que logo depois da higienizacdo, essa frequéncia
diminuiu para 25%. Um estudo similar foi realizado por Rostagno et al (2001), no

Brasil, onde 79% das amostras coletadas foram positivas
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2.4 Contaminacdo cruzada e inspec¢do no processo de abate suino

A introducéo de Salmonella nos matadouro-frigorificos ocorre através da entrada
de suinos soropositivos que foram infectados quer seja na granja ou durante o transporte
e nas baias de espera (SILVA et al, 2012). Ha estudos que demonstram que as cepas
isoladas de carcacas podem ser semelhantes as encontradas nos equipamentos,
indicando a contaminacdo a partir do ambiente do abatedouro ou a contaminacao
cruzada (SWANENBURG, 2001).

No Brasil, estudos de prevaléncia em linfonodos e carcagas tém sido realizados
nos estados de Rio Grande do Sul (BESSA et al, 2004; CASTAGNA et al, 2004;
SCHWARZ et al, 2009; SILVA 2012, PISSETTI et al, 2012), em S&do Paulo
(TEIXEIRA, 2006) no Mato Grosso (SILVA et al, 2008) e em Santa Catarina (SEIXAS
et al, 2009) onde S. Typhimurium demonstrou estar entre 0s sorovares mais prevalentes.
Em todos os estudos mencionados, a prevaléncia de suinos portadores ao abate esteve
préximo aos 50%, o que constitui um potencial risco para a contaminacdo de carcacas e
do produto final.

O abate suino inclui varias etapas, como apresentado a figura 1, comecando com
0 processo de pré-abate nas baias de espera, insensibilizacdo e sangria e terminando
com o processo de resfriamento (WAGNER TADASHI, 2006). O processo de inspec¢édo
no Brasil encontra-se dividido em trés niveis que sdo o Sistema de Inspecdo Federal
(SIF), Sistema de Inspe¢do Estadual (SIE), e Sistema de Inspe¢do Municipal (SIM)
(BRASIL, 1989), baseando-se basicamente em processos de exame que inclui incisoes,
palpacdes e observacOes das carcacas (EDWARDS et al, 1997).

No caso dos suinos ao abate, 0 processo de inspecdo ante mortem, consiste em
um exame clinico dos animais, enquanto estdo nas baias de espera, e destina-se a
deteccdo de sinais clinicos de doencas ou alteragcdes nos animais, que impossibilitem o
abate. J& apds o abate dos animais, ocorre a inspecdo post mortem, a qual consiste na
observacdo de lesdes para identificar patologias que oferecem risco para a salde
humana ou animal (CODEX ALIMENTARIUS, 2005).

Durante o processo de abate, varias etapas podem ser consideradas como criticas

para disseminacdo de Salmonella, principalmente aquelas em que pode haver
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extravasamento do contetdo intestinal ou contaminacdo cruzada (BERENDS et al,
1998; SWANENBURG et al, 2001; CARDOSO, SILVA 2015).

Figura 1 - Fluxo das etapas de abate e processamento de suinos

Baia de espera
Zona Suja

[ Zona Limpa
Insensibilizacdo Chuveiro > Oclusdo do reto Resfriamento
A
y T ¥
Sangria Polimento Evisceragao Chuveiro final
A A
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Y
—
ilaca “ 2
Depilacao Inspecgio > Classificagio

Fonte: Cardoso; Silva (2015) adaptado

Entre as etapas criticas apontadas por De Busser et al. (2011), encontram-se a
escaldagem e a depilacdo. Na escalda, a contaminacgdo da agua com matéria organica e a
temperatura abaixo de 65°C contribuem para a sobrevivéncia de Salmonella. A
depiladeira € um equipamento critico para o extravasamento do conteddo intestinal e
consequente contaminacdo cruzada de carcacas. ApoOs a entrada na area limpa, a etapa
de evisceracao tem sido considerada a de maior risco. Berends et al (1997) afirmam que
cerca de 55 a 90% da contaminacdo das carcacgas ocorre durante esta etapa. Por outro
lado, Alban e Stirk (2005) demonstraram através de um modelo estocastico que dos
diferentes procedimentos realizados nas granjas e nos abatedouros suinos, os fatores
mais relevantes a prevaléncia de carcacas contaminadas por Salmonella sdo o numero
de rebanhos positivos que chegam no abatedouro, e dentro da linha de abate, a
eficiéncia no chamuscamento, a evisceracdo e a contaminagdo cruzada devido a
manipulagao.

No Brasil, 0 Ministério de Saude e o Ministério de Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), estabeleceram a portaria n® 1428 de 1993 (BRASIL, 1993), a
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portaria n°® 326 de 1997 (BRASIL, 1997), a portaria 46 de 1998 (BRASIL, 1998), e a
Portaria n° 368 de 1997 (BRASIL, 1997), assim como Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) dispde a resolucdo RDC n° 275 de 2002 (BRASIL, 2002), para
todos os estabelecimentos produtores e industrializadores de alimentos, que estabelecem
a lista de verificacdo das Boas Préticas de Fabricacdo (BPF) e o regulamento técnico.
Nos casos especificamente de suinos, encontra-se vigente a portaria 711 de 1995
(BRASIL, 1995), que estabelece as normas técnicas de instalacdes e equipamentos para
abate e industrializacéo.

A importancia de instrumentos, superficies e da mé&o dos operadores na
contaminagdo cruzada durante o processamento tem sido motivo de discusséo
(BERENDS et al, 1997; BERENDS et al, 1998; BOUVET, 2002; BOTTELDOORN et
al, 2003; CARDOSO, SILVA, 2015). Bolton et al (2002) mencionam que na etapa de
sangria pode ocorrer contaminacdo cruzada por facas e ganchos contaminados. Da
mesma forma, os procedimentos de inspegdo de carcaca, principalmente aqueles com
corte de linfonodos contaminados, aumentam o risco de contaminacdo cruzada da
carcaca (MOD 1980). Por esse motivo, a Unido Europeia considera que a palpaco e
incisGes empregadas na inspecdo post mortem, devem ser omitidas em suinos por causa
do risco de contaminacdo cruzada (EFSA, 2011). Porém, no Brasil, esses procedimentos
sdo obrigatérios, mesmo em tecidos criticos como a papada, cabeca e linfonodos
(BRASIL, 1995).

De forma geral, aponta-se que microrganismos aderidos as superficies solidas
podem ter o potencial de atuar como uma fonte crénica de contaminagdo microbiana, o
que pode comprometer a qualidade dos alimentos (MOORE et al, 2007; TEIXEIRA et
al, 2007; CARRASCO et al, 2012). A aderéncia e transferéncia de Salmonella véo
depender da natureza das superficies inertes, bem como das suas propriedades fisico-
quimicas, hidrofobicidade, aspereza e material de fabricacdo (TEIXEIRA et al, 2007;
JIMENEZ et al, 2009; MENDOCA et al, 2012).

O material estudado por varios pesquisadores, no que se refere a aderéncia e
transferéncia de Salmonella, é o aco inoxidavel, devido a importancia desse material
tanto na industria alimenticia quanto na cozinha. Estes estutos demonstram que o
microrganismo pode se aderir a diversas superficies e materiais, e inclusive sobreviver
por dias (BOTTELDORN et al, 2003; MOORE et al, 2003; OLIVEIRA et al, 2007;
KUSUMANINGRUM et al, 2003; PEREZ — RODRIGUEZ et al, 2008; MOLLER et al,
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2011; SMID et al, 2013; LARIVIERE — GAUTHIER et al, 2015; ERICKSON et al,
2015; WANG et al, 2015).

As facas de aco inoxidavel sdo empregadas nos procedimentos de inspecao post
mortem, e que compreende varias linhas como determinado pelo decreto n 9.013 de 29
de marco de 2017 (BRASIL, 2017) de Regulamento Industrial de Produtos de Origem
Animal, e a Portaria 711 de 1995 (BRASIL, 1995) para carcacas € visceras:

= Linha Al — Inspecdo da cabeca e linfonodos linfaticos da papada

= Linha A — Inspecdo do utero, onde sdo efetuados cortes dos cornos uterinos e
utero.

= Linha B — Estdmago e intestinos, onde ocorre corte dos linfonodos gastricos e

mesentéricos. Baco e pancreas com corte dos linfonodos esplénicos e

pancreaticos.

» Linha C — Coracdo através da abertura do coragdo, corte no ventriculo esquerdo

e exame visual. Lingua através de palpacgdo, visualizacdo e abertura da base da

lingua.

» Linha D — Figado com corte dos linfonodos hepaticos e palpacdo. Pulméo com
corte dos linfonodos apical, esofagico, mediastinicos e traqueobrénquico.

» Linha E - Carcaca com corte dos linfonodos pré-crurais, inguinais,
retromamarios iliacos, isquiaticos e popliteo.

= Linha F — Rins a través de visualizacdo e incisdo tanto nos rins, quanto na
gordura peri renal.

Os processos anteriormente descritos sdo considerados como potencial perigo de
contaminacgdo cruzada de Salmonella, devido as manipulacdes de carcacas com as maos,
facas e ganchos, além de cortes realizados na papada, nos linfonodos contaminados
(ARGUELLO et al, 2013; CARDOSO, SILVA, 2015; COSTA et al, 2016).

Existem estudos nas matrizes de tdbuas de corte de carne (TEIXEIRA, 2007;
JIMENEZ et al, 2009; MENDOCA et al, 2012) e esponjas de limpeza (MATTICK,
2003), entretanto, as evidencias sdo limitadas sobre a transferéncia de bactérias de facas
para carne crua, apesar de ser considerado instrumento de contaminagdo cruzada nas
carcacas (PEREZ — RODRIGUEZ et al, 2008; WANG et al, 2015). Segundo Berends et
al (1996) e Botteldoorn et al (2003), cerca de 30% da contaminacdo de carcacas s&o
consequéncia da contaminacédo cruzada.

Nos Ultimos anos, pesquisadores tém focado em modelos preditivos de

transferéncia de diversos microrganismos, incluindo Salmonella, para materiais de aco
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inoxidavel como facas e moedores, ambiente, e carne crua por meio de modelos de
transferéncia e contaminacédo cruzada e avaliacdo de risco microbiologica (MRA — sigla
em inglés) (ALBAN, STARK, 2005; NAUTA et al, 2005; PEREZ — RODRIGUEZ et
al, 2008; SHEEN, HWANG, 2010; MOLLER et al, 2011; COSTA et al, 2016). Esses
modelos constituem uma importante ferramenta para entender o mecanismo de
contaminacéo cruzada, poder quantificar seus efeitos, e sua importancia, mesmo quando
em baixas concentracdes (MOLLER et al, 2011, COSTA et al, 2016).
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3. MATERIAIS E METODO

3.1 Delineamento do estudo

ObservagOes independentes e aleatérias da transferéncia de Salmonella
Typhimurium entre faca e carne suina foram conduzidas e formaram quatro
experimentos para realizar as seguintes colecGes de dados:

- Colegéo de dados A: Transferéncia de Salmonella Typhimurium de faca contaminada
para porcdo de carne suina cortada uma vez (n=20);

- Colecdo de dados B: Transferéncia de Salmonella Typhimurium de faca contaminada
para por¢édo de carne suina cortada cinco vezes (n=20);

- Colegéo de dados C: Transferéncia de Salmonella Typhimurium de porgéo de carne
suina contaminada para faca ap6s execu¢do de um corte (n=20);

- Colecdo de dados D: Transferéncia de Salmonella Typhimurium de por¢do de carne
suina contaminada para faca apds execucéo de cinco cortes (n=20).

Para definicdo do nimero de observagdes necessarias para formar cada uma das
colecGes de dados, levou-se em consideracdo a probabilidade de transferéncia média,
com erro absoluto de 5 pontos percentuais, em nivel de confianca de 95%.
Considerando que a probabilidade de transferéncia tem distribuicdo B usando os
pardmetros observados por Smid et al (2013), tem-se que a=7,43 e p=11,62, com isso a
variancia pode ser estimada por:

(a*p)

Var(Beta) = (a+B+1)*(a+p)?

e aplicado na férmula:

Var(Beta) * Z,

Erro?

3.2 Matriz: carne suina

Como matriz foram utilizadas pecas de barriga suina com pele, fornecidas por
um frigorifico sob Inspecéo Federal (SIF). As pecas foram transportadas refrigeradas até
o laboratorio, onde foram confirmadas quanto a auséncia de Salmonella spp., seguindo

0 documento I1SO 6579. Apos, as pecas foram divididas em porcbes de 17x15cm e
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mantidas congeladas. Antes da conducdo de cada observacdo de transferéncia, a matriz

foi descongelada & temperatura de refrigeracdo (8°C) por 18 horas.
3.3 Faca

Foram utilizadas facas de lamina de ago inoxidavel e cabo de polipropileno
(Tramontina®, Brasil), cujas dimensfes eram: 18 cm de comprimento total; lamina de
7,5 cm de comprimento; 0,5 centimetros de largura na extremidade e 1,5 cm na base
(Figura 1).

As facas foram desinfetadas antes da realizacdo do ensaio de transferéncia pela
imersdo da ldmina em &gua a 80°C por dois minutos, simulando a temperatura e 0s
tempos usados nos matadouros-frigorificos. Apds a desinfeccdo, as facas foram
condicionadas pelo corte de uma por¢do da matriz ndo inoculada com Salmonella spp.
para formar uma matriz de gordura na lamina da mesma com a finalidade de simular o

acontecido nos abatedouros

Figura 2 - Faca utilizada nos ensaios de transferéncia de Salmonella Typhimurium.

—— _

Fonte: www.tramontina.com.br/cozinha/facas

3.4 Meios de cultura utilizados nos ensaios de transferéncia

Foram utilizados caldo Brain Heart Infusion (BHI) (Ox0id®, United Kingdom);
Agar Triptona Soja (TSA) (Oxoid®, United Kingdom) e Agar Xylose-Lysine-
Desoxycholate (XLD) (Oxoid®, United Kingdom) adicionado o antimicrobiano
ampicilina em uma concentracao final de 32 pg/mL (Sigma®, Belgium). Para controle
do &gar XLD/Amp, foi semeada uma cepa de S. Typhimurium suscetivel a ampicilina e
incubada a 37°C por 48 horas. A auséncia de crescimento na placa de XLD/Amp
acompanhada de crescimento da cepa em agar TSA sem ampicilina garantia a qualidade

da partida de meio seletivo.
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3.5 Cepa de Salmonella e preparacéo do inéculo

A cepa utilizada foi Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium,
fagotipo DT177, resistente a ampicilina, pertencente & bacterioteca do Setor de
Medicina Veterinaria Preventiva — UFRGS. Essa cepa é originada de amostra de
linfonodo mesentérico de suino abatido em matadouro-frigorifico no estado do Rio
Grande do Sul (BESSA et al, 2004).

A cepa foi reativada a partir do criocultivo armazenado a -21°C, transferindo
uma aliquota para 5 mL de caldo BHI. Apos incubacdo a 37°C por 24 horas, aliquotas
foram transferidas para &gar TSA e XLD/Amp.

O indculo de Salmonella Typhimurium Amp® foi preparado a partir de culturas
de 24 horas em agar TSA incubados a 37°C. Coldnias isoladas foram suspensas em 9
mL de solugdo salina 0,85% estéril até alcancar a turvacdo equivalente a 0,5 da escala
de MacFarland, que corresponde & concentracdo de 1x10® unidades formadoras de

colénia por mililitro (UFC/mL).

3.6 Transferéncia de Salmonella Typhimurium Amp® do inéculo para a faca

O inéculo contendo 1x10®° UFC/mL de Salmonella Typhimurium AmpF,
preparado como descrito em 3.5., foi acondicionado em saco para homogeneizador
estéril. A seguir, uma faca, previamente desinfetada e condicionada com a matriz, teve
sua lamina imersa no in6culo, permanecendo em contato com 0 mesmo por uma hora.
Apo6s, a lamina da faca foi submersa em 5 mL de Agua Peptonada Tamponada (APT)
1% estéril (Ox0id®, United Kingdom), fazendo-se uma leve lavagem, e deixando-a em
repouso por 15 minutos de contato. A seguir, o isolamento e quantificacdo de
Salmonella spp. foi realizada conforme descrito no item 3.9.

Esse procedimento foi repetido por 20 vezes e a média das contagens de
Salmonella Typhimurium Amp® obtidas foi empregada como fator de correcdo no

calculo de transferéncia da bactéria da faca para a carne suina.
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3.7 Transferéncia de Salmonella Typhimurium Amp® da faca para a carne suina

O indculo contendo 1x10®° UFC/mL de Salmonella Typhimurium Amp®,
preparado como descrito em 3.5., foi acondicionado em saco para homogeneizador
estéril. A seguir, uma faca, previamente desinfetada e condicionada com a matriz, teve
sua lamina imersa no inoculo, permanecendo em contato com 0 mesmo por uma hora.
Apbs esse periodo, foi realizado um corte, com profundidade de 1,5 cm e comprimento
de 8 cm, do lado esquerdo da porcao de carne suina. Logo apo6s, realizou-se uma incisao
ao redor do local do corte, retirando um fragmento de carne (Figura 3), o qual foi
transferido para um saco para homogeneizador estéril. A enumeracdo de Salmonella
Typhimurium Amp® foi realizada como descrito no item 3.9. Vinte observacdes
independentes dessa transferéncia foram realizadas para formagéo da colecdo de dados
A. O mesmo procedimento foi executado para a formacdo da colecdo de dados B,
exceto pelo fato de que foram realizados cinco cortes consecutivos do lado direito da

porc¢do de carne suina.

Figura 1 - PorgBes de carne suina (barriga com pele) ap0ds incisGes que retiraram
fragmento da matriz onde haviam sido realizados um corte (lado esquerdo) ou cinco
cortes (lado direito) com faca previamente imersa por uma hora em suspensé@o contendo
1x10® UFC/mL de Salmonella Typhimurium Amp".

3.8 Transferéncia de Salmonella Typhimurium Amp® da carne suina para faca

Uma porcao de carne suina foi colocada em uma bandeja metalica previamente
higienizada com alcool 70%. Um volume de 3 mL do in6culo de Salmonella
Typhimurium Amp® preparado como descrito no item 3.5 foi espalhado, com ajuda de
uma alca de Drigalski, na superficie da peca de carne suina.
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Ap0s a contaminacdo artificial, a por¢éo de carne foi mantida sem manipulagéo
por 30 minutos para permitir a absor¢do do indculo. Decorrido esse tempo, com uma
faca previamente higienizada e condicionada, realizou-se um corte com profundidade de
1,5 cm e largura de 8 cm do lado esquerdo da peca de carne. Imediatamente apdés, a faca
foi acondicionada em um saco estéril para homogeneizador contendo 5 mL de APT 1%
estéril. Uma leve friccdo no lado externo do saco foi realizada por 30 segundos, de tal
forma que o liquido entrasse em contato com a lamina. Logo apds, 0 saco contendo a
faca foi mantido em repouso por 15 minutos. A enumeracdo de Salmonella
Typhimurium AmpR foi realizada como descrito no item 3.9. Vinte observagdes
independentes dessa transferéncia foram realizadas para formacgéo da colecdo de dados
C. O mesmo procedimento foi executado para a formacdo da colecdo de dados D,
exceto pelo fato de que foram realizados cinco cortes consecutivos do lado direito da

porcao de carne suina.
3.9 Enumeragcao de Salmonella Typhimurium Amp~®

A partir do fragmento de carne acondicionado em saco para homogeneizador,
retirou-se uma porcdo de 25 g, e diluida em 225 mL de APT 1% estéril e
homogeneizada por 60 segundos em homogeneizador tipo Stomacher (Interscience®,
Franca). Ap6s, foi realizada diluicdo seriada (10, 107, 10®), em tubos contendo 9 mL
de solucdo salina 0,85% estéril. Aliquotas de 100 pL foram semeadas em triplicatas em
agar XLD/Amp e incubadas a 35+2°C por 48 horas. Apds, coldnias caracteristicas
foram contadas em cada uma das placas na diluicdo que apresentasse entre 20 e 200
col6nias por placa.

A partir dos 5 mL de APT 1% que ficou em contato com a faca contaminada por
15 min, foi retirada uma aliquota de 1 mL e feita a diluicdo seriada conforme descrito

anteriormente,
3.10 Célculo da transferéncia de Salmonella Typhimurium Amp~®
Cada corte foi considerado um experimento aleatério onde células foram

transferidas entre duas superficies (a e b) por meio do contato (i.e. corte). A

probabilidade de transferéncia de células entre duas superficies superficie a para b
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(P,_p) serd considerada uma variavel aleatoria (v. a.) calculada como a media dos n

experimentos aleatorios dados por:

o _UFG
b " yFc,

onde UFC, é o numero de células na superficie b (receptora) ap6s o corte e UFC, é 0

numero de células na superficie a (doadora) antes do corte.
3.10.1 Célculo de transferéncia da colecdo de dados Ae B

O numero de celulas na faca (superficie a ou doadora) foi estimado pelo valor

médio de 23 experimentos de aderéncia em superficie dados por:

UFC

UFC, = —7—7F7—
% diluigdo x mL X

onde valor de UFC corresponde a contagem em placa do nimero de células recuperadas
da faca, diluicdo a diluicéo utilizada, mL o volume utilizado na placa de contagem e 5 0

volume utilizado na suspencdo da faca.
O numero de células na carne (superficie receptora) foi estimado em cada
experimento aleatdrio por meio de:

UFC
UFCb = TX 25

onde UFC corresponde a contagem em placa do nimero de células recuperadas na
carne, g o volume correspondente em gramas da do volume utilizado no plagueamento e

25 a massa em gramas do fragmento carneo utilizado na recuperacdo das células.

3.10.2 Célculo de transferéncia da colecédo de dados C e D

O numero de células na carne (superficie a ou doadora) sera atribuido

igualmente para todos os experimentos por meio de:

_ 3x108

UFCa = KXS
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onde 3x10° é a contagem de UFC utilizada em 255 cm? da superficie da carne e 8 é a

area do corte em cm?2.
O numero de células na faca (superficie receptora) foi estimada por:

UFC

UFCy = ———F—F—
b dilui(;éoxmLx

onde valor de UFC corresponde a contagem em placa, diluicdo a diluicdo utilizada, mL

o0 volume utilizado na placa de contagem e 5 o volume utilizado na suspencéo da faca.

3.11 Comparagdo dos resultados de ensaios de transferéncia de Salmonella
Typhimurium Amp®

Os dados de porcentagem de transferéncia dos ensaios de transferéncia de
Salmonella Typhimurium Amp® da faca contaminada para a carne suina e da carne
suina contaminada para a faca, ap6s um ou cinco cortes, foram comparados por meio de
teste t para amostras independentes, utilizando o programa R Core Team (2017), no
Laboratorio de Epidemiologia Veterindria — EPILAB, da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS).



4 RESULTADOS

A partir da contaminacao artificial de porcdes de carne suina e de facas com uma
cepa de Salmonella Typhimurium AmpR, foi possivel observar que houve transferéncia

dessa cepa bacteriana em todos os ensaios conduzidos.
4.1 Transferéncia de Salmonella Typhimurium Amp® do inéculo para a faca

Nesse ensaio, a média de transferéncia das 20 repeti¢Oes realizadas foi de 1,7
x10° UFC de S. Typhimurium Amp®. O valor médio referido corresponde & aderéncia
de 0,11% do total de células da suspensdo bacteriana do in6culo na superficie da lamina
da faca. Esse parametro foi utilizado como fator de correcdo (A) nos demais célculos de

transferéncia.

4.2 Colecao de dados A: Transferéncia de Salmonella Typhimurium Amp® da faca

para a carne suina realizando um corte

As contagens das placas em triplicata variaram de 4,5 x 10% até 1,17 x 10°
UFC/mL e Salmonella Typhimurium AmpR (Tabela 1), resultando em uma transferéncia
média de 6,26 % e intervalo de confianca de 95% (4,7% —7,7%).

Tabela 1 - NUmero de Unidades Formadoras de Colénia (UFC/mL) de Salmonella
Typhimurium Amp® recuperada da suspensdo em &gua peptonada tamponada 1% de
fragmento de carne suina apds realizacdo de um corte com faca contaminada
artificialmente e transferéncia da faca para carne.

Salmonella Typhimurium AmpR (UFC/mL)

Replicata (j)
Ensaio 1 2 3 M_édia da
(i) triplicata Pt i
1 2,93x10° 450x10"° 4,05 x10° 3.83 x10* 6.71%
2 4,05 x10* 3,60 x10* 3,60 x10* 3.75 x10* 6.58%
3 2,70x10* 3,15x10* 3,60 x10* 3.15 x10" 5,53%
4 2,70x10* 4,50x10* 3,60 x10* 3.60 x10°* 6.320%
4 4 4 4
5 3,60 x10* 3,83 x10 3,60 x10 3.68 x10 6,4502298%
4 4 4 4
6 8,56 x10* 4,50 x10 3,60 x10 5.56 x10 0,7411634%
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

3,60 x10*
2,70 x10*
2,03 x10*
1,17 x10°
5,18 x10*
3,15 x10*
3,15 x10*
1,35 x10*
2,70 x10*
9,01 x10°
6,76 x10°
2,70 x10*
6,08 x10*
3,15 x10*
4,73 x10*
3,60 x10*
2,48 x10*

4,05 x10*
1,80 x10*
2,70 x10*
1,04 x10°
4,95 x10*
2,25 x10*
3,60 x10*
9,01 x10°
2,70 x10*
9,01 x10°
4,50 x10°
1,80 x10*
8,11 x10*
3,60 x10*
4,73 x10*
2,70 x10*
2,93 x10*

4,05 x10*
1,80 x10*
1,80 x10*
9,23 x10*
5,41 x10*
2,70 x10*
3,83 x10*
1,35 x10*
3,15 x10*
4,50 x10°
4,50 x10°
1,58 x10*
7,66 x10*
3,60 x10*
4,05 x10*
2,70 x10*
3,38 x10*

3,90 x10*
2,10 x10*
2,18 x10*
1,04 x10°
5,18 x10*
2,70 x10*
3,53 x10”
1,20 x10*
2,85 x10*
7,51 x10°
5,26 x10°
2,03 x10*
7,28 x10*
3,45 x10*
4,50 x10*
3,00 x10*
2,93 x10*

6,8451418%
3,6858456%
3,8174829%
18,2975907%
9,0829767%
4,7389443%
6,1869551%
2,1061975%
5,0022190%
1,3163734%
0,9214614%
3,5542083%
12,7688223%
6,0553178%
7,8982406%
5,2654937%
5,1338564%

Prc; Percentagem de transferéncia de Salmonella Typhimurium Amp® da faca contaminada

artificialmente para a carne suina em cada experimento aleatorio i.

4.3 Colegdo de dados B: Transferéncia da faca para a porc¢do de carne realizando

cinco cortes

placas em triplicata variaram de zero até 9,45x10* UFC de Salmonella Typhimurium
AmpR (Tabela 2). As contagens bacterianas obtidas ap6s a realizacdo de cinco cortes
com a faca contaminada foram maiores do que quando realizado um corte, gerando uma

porcentagem média de transferéncia de 8,32% com intervalo de confianca de 95%

(6,4% -10,2 %).

No ensaio no qual foram realizados cinco cortes consecutivos, as contagens nas
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Tabela 2 - NUmero de Unidades Formadoras de Colénia (UFC/mL) de Salmonella
Typhimurium AmpR® recuperada da suspensdo em agua peptonada tamponada 1% de
fragmento de carne suina apés realizacdo de cinco cortes com faca contaminada
artificialmente e transferéncia da faca para carne.

Salmonella Typhimurium Amp® (UFC/mL)

Replicata (j)
En(?;auo 1 2 3 Meédia da replicata Pt-c, i
1 8,78 x10"  6,31x10* 7,43 x10" 7,51 x10° 13,1637343%
2 9,01 x10* 811x10* 8,11 x10* 8,41 x10" 14.7433824%
3 4,50 x10* 6,98 x10* 8,56 x10* 6,68 x10* 11,7157235%
4 8,11 x10* 6,98 x10* 6,31 x10°* 7,13 x10°* 12.5055476%
5 8,33x10* 6,76 x10* 6,53 x10" 7,21 x10° 12,6371849%
6 8,11 x10* 6,31x10* 6,76 x10* 7,06 x10°* 12,3739102%
7 8,11x10* 6,53x10* 7,43 x10* 7,36 x10°* 12.9004596%
8 8,78 x10*  6,08x10* 8,78 x10* 7,88 x10°* 13,8219210%
9 8,33x10*  6,53x10* 7,43 x10" 7,43 x10° 13,0320969%
10 4,95x10*  518x10*  3,15x10" 4,43 x10* 7.7666032%
11 2,70x10*  2,93x10* 2,70 x10" 2,78 x10° 4.8705817%
12 2,03x10*  1,35x10* 2,03 x10* 1,80 x10* 3,1592962%
13 1,35x10"  9,01x103 1,13 x10* 1,13 x10° 1,9745601%
14 2,70 x10* 1,58 x10* 1,35 x10* 1,88 x10* 3,2909336%
15 4,50x10*  541x10* 4,28 x10" 4,73 x10* 8,2931526%
16 1,35x10*  1,80x10* 1,58 x10* 1,58 x10* 2.7643842%
17 4,50x10°  2,25x10° 0,00 x10° 2,25 x10° 0,3949120%
18 2,03x10* 1,35x10*  1,35x10" 1,58 x10° 2 7643842%
19 563 x10*  225x10* 2,25 x10° 3,38 x10* 5,9236804%
20 9,46 x10* 2,25 x10* 4,95 x10* 5,56 x10* 0,7411634%
21 2,70x10*  2,70x10* 1,35 x10* 2,25 x10" 3,9491203%
22 8,11x10* 6,31x10* 5,41 x10* 6,61 x10" 11,5840862%
23 4,73x10"  4,95x10* 4,05 x10* 4,58 x10° 8,0298779%

Prci Percentagem de transferéncia de Salmonella Typhimurium Amp" da faca
contaminada artificialmente para a carne suina em cada experimento aleatorio i.
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4.4 Colecdo de dados C: Transferéncia de Salmonella Typhimurium Amp® da
superficie da carne suina contaminada artificialmente para a faca realizando um

corte

Os resultados das contagens na superficie da faca apds a realizagdo de um corte
variaram de 1,1 x 10* até 7,15 x 10* UFC de Salmonella Typhimurium Amp® (Tabela
3). A transferéncia média da carne suina contaminada artificialmente para a faca foi
0,42% com intervalo de confianca 95% (0,33% - 0,5%).

Tabela 3 - Numero de Unidades Formadoras de Colénia (UFC/mL) e Salmonella
Typhimurium AmpR recuperada da suspens&o em agua peptonada tamponada 1% onde
foi imersa a ldmina da faca ap6s realizacdo de um corte da carne suina contaminada
artificialmente e transferéncia da carne para faca.

Salmonella Typhimurium Amp® (UFC/mL)

Replicata (j)
o 1 2 3 . .
Ensaio (i) Média da replicata Pet.i
1 3,9x10* 4,4 x10* 5,3 x10* 4,5 x10°* 0,4817%
2 3,9x10* 4,4 x10* 5,3 x10* 4,5 x10°* 0,4817%
3 48x10° 51x10°  6,0x10° 5,3 x10* 0.5596%
4 59x10°  7.1x10* 55 x10* 6,2 x10* 0.6534%
5 1,7x10*  1,7x10* 1,1 x10° 1,5 x10* 0,1558%
6 38x10° 45x10*  3,5x10° 3,9 x10* 0,4161%
7 1,8x10*  3,0x10* 2.4 x10* 2,4 x10* 0,2515%
8 6,2x10* 6,1 x10* 2.9 x10* 5,1 x10* 0,5366%
9 6,1 x10* 6,2 x10* 5,9 x10* 6,1 x10" 0,6428%
10 58x10* 6,0 x10* 6,2 x10* 6,0 x10* 0,6340%
11 59x10°  62x10*° 56 x10* 5,9 x10* 0.6233%
12 59x10°  63x10°  59x10* 6,0 x10* 0.6410%
13 56x10°  69x10* 6,3 x10° 6,3 x10* 0,6641%
14 6,4x10°  7.2x10* 6,9 x10° 6,8 x10* 0,7207%
15 14x10*  1,1x10* 1,5 x10* 1,3 x10* 0,1399%
16 18x10*  2,1x10* 1,9 x10* 1,9 x10* 0,2036%
17 18x10* 1,7 x10* 1,7 x10* 1,7 x10* 0,1824%
18 24x10° 2,1x10* 2.1 x10* 2,2 x10* 0,2302%
19 24x10*°  23x10* 2,2 x10° 2,3 x10" 0.2408%
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20 23x10* 2.2 x10* 2.2 x10* 2,2 x10* 0,2338%
21 26x10*  26x10*° 2,7 x10* 2,6 x10* 0.2745%
22 26x10* 25 x10* 2.7 x10* 2,6 x10* 0,2745%

Prci Percentagem de transferéncia de Salmonella Typhimurium Amp" da carne suina contaminada
artificialmente para a faca em cada experimento aleatério i.

4.5 Colecao de dados D: Ensaio de transferéncia da porcdo de carne suina para a

faca realizando cinco cortes

Quando realizados cinco cortes, os resultados das contagens na superficie da
faca variaram de 4,5 x 10° até 8,05 x 10* UFC de Salmonella Typhimurium Amp®
(Tabela 4). A porcentagem de transferéncia média nesse ensaio foi de 0,3% com
intervalo de confianca de 95% (0,2% - 0,4%).

Tabela 4 - Numero de Unidades Formadoras de Colénia (UFC/mL) de Salmonella
Typhimurium AmpR® recuperada da suspensdo em agua peptonada tamponada 1% onde
foi imersa a ldmina da faca apds realizacdo de cinco cortes da carne suina contaminada
artificialmente e transferéncia da carne para faca.

Salmonella Typhimurium Amp® (UFC/mL)

Replicata (j)
2 3
Ensaio (i) Média da replicata Pet.i
1 1.9 x10* 23x10° 2.4 x10* 2,2 x10* 0.2320%
2 7.0 x10* 8,0 x10* 8,1 x10* 7,7 x10* 0,8164%
3 6,7 x10* 6,3 x10* 6,6 x10* 6,5 x10* 0,6906%
4 3,3 x10* 2.1 x10* 2.8 x10* 2,7 x10* 0,2869%
5 2,7 x10* 2.5 x10* 2.2 x10* 2,5 x10" 0,2621%
6 2.5 x10* 2.8 x10* 2.7 x10* 2,7 x10" 0,2816%
7 4.3 x10* 46x10°  3.9x10* 4,3 x10* 0.4533%
8 9.0 x10° 1.2 x10* 1.4 x10* 3,9 x10" 0.1204%
9 55 x10* 45x10° 4.3 x10* 4,8 x10°* 0.5065%
10 4,5 x10* 4,3 x10* 4.4 x10* 4,4 x10* 0,4675%
11 3,4 x10* 3,0 x10* 3,2 x10* 3,2 x10* 0,3382%
12 5,6 x10* 5,5 x10* 4,8 x10* 5,3 x10* 0,5614%
13 3,5 x10* 3,4 x10* 2.8 x10* 3,2 x10* 0,3435%
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14 3.4 x10* 3,3x10* 3,2 x10* 3,3 x10* 0,3489%
15 8.5 x10° 50x10° 45 x10° 6,0 x10° 0,0638%
16 8.0 x10° 70x10° 6.0 x10° 7,0 x10° 0,0744%
17 7.5 x10° 8,5 x10° 6,0 x10° 7,3 x10° 0,0779%
18 1,5 x10* 1,7 x10* 1,5 x10* 1,6 x10* 0,1629%
19 1,9 x10* 1,8 x10* 1,8 x10* 1,8 x10* 0,1930%
20 1,7 x10* 1,9 x10* 1,7 x10* 1,8 x10* 0,1842%
21 1,6 x10* 1,7 x10* 1,2 x10* 1,5 x10* 0,1558%
22 1,5 x10* 1,4 x10* 1,2 x10* 1,4 x10* 0,1434%

Prci Percentagem de transferéncia de Salmonella Typhimurium Amp" da carne suina contaminada
artificialmente para a faca em cada experimento aleatorio i.

4.6 Comparacdo entre as porcentagens de transferéncia de Salmonella

Typhimurium Amp®

As porcentagens médias de transferéncia da faca contaminada para a carne suina
foram maiores do que da carne contaminada para a faca. Em relacdo ao numero de
cortes realizados, a porcentagem média de transferéncia aumentou da faca para carne
quando foram realizados cinco cortes. Por outro lado, quando foram realizados cinco
cortes a transferéncia de Salmonella Typhimurium Amp® da carne para a faca diminuiu
(Figura 4). Embora esta diferenca tenha sido observada, ndo houve diferenca

significativa entre as comparac6es de um e cinco cortes ao nivel de 5%.

Figura 2 - Distribuicdo das porcentagens de transferéncia de Salmonella Typhimurium
Amp" da faca para a carne suina (a) e da carne sufna para a faca (b), apés realizacéo de
um ou cinco cortes.
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5 DISCUSSAO

A boa qualidade no processo de abate suino vai se refletir na inocuidade do
produto final, para isto a inspecdo na linha de abate é fundamental. Entretanto, a rotina
de inspecdo post mortem foi concebida com base na deteccdo de lesGes tipicas de
zoonoses que hoje sdo cada vez mais infrequentes na suinocultura intensiva, tais como
tuberculose e triquinelose. A deteccdo dessas zoonoses € baseada na inspecao
macroscopica por meio de palpacgdo, incisdo, as quais ndo sdo capazes de detectar
perigos biologicos como Salmonella, Campylobacter e Escherichia coli (EFSA, 2011).
Um agravante nesse aspecto é que, além de ndo detectar esses perigos, a palpacdo e
incisdo podem contribuir para a contaminagao cruzada de carcagas na linha de abate. O
risco de uma infeccdo de origem alimentar devido a contaminagédo cruzada, por sua vez,
vai depender do nivel de contaminacdo da superficie na qual o alimento € manipulado e
da probabilidade de atuarem como veiculo de transferéncia de microrganismos para 0s
alimentos a serem consumidos (KUSUMANINGRUM et al, 2003).

No presente estudo, foi realizada uma série de ensaios laboratoriais de
transferéncia, simulando e estimando a contaminagdo cruzada que pode acontecer no
processo de inspecdo na linha de abate suina através de facas. Como cepa a ser
transferida foi escolhida Salmonella Typhimurium, pelo fato de ser um dos sorovares
mais prevalentes em suinos no sul do Brasil como demonstram trabalhos realizados por
Bessa et al. (2004) e Schwarz et al. (2009). A concentracdo de 10® UFC/mI da cepa
utilizada para a preparacdo do inoculo, por sua vez, foi baseada em estudos laboratoriais
de adesdo e transferéncia de Salmonella como os realizados por Moller et al (2011) e
Smid et al (2013). De forma geral, € preciso empregar concentragdes bacterianas
elevadas nesses estudos para ser possivel enumerar as bactérias transferidas e estimar a
taxa de transferéncia. Entretanto, deve-se levar em conta que o nimero de Salmonella
spp. presente em carcagas suinas na linha de abate € muito inferior aquela utilizada nos
ensaios, como demonstrado por Silva et al. (2012).

A dose infectante de Salmonella spp. para humanos €é variavel e vai depender de
varios aspectos como a composi¢do quimica do alimento, teor de gordura, viruléncia da
cepa (OLIVEIRA et al, 2007; LARIVIERE et al, 2014). Apesar de uma dose infectante
de 10° ser relatada na literatura, Deshpande et al. (2002) e Molbac et al. (2006) afirmam
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que hé alimentos, com alto teor de gordura, que foram associados a doses infectantes téo
baixas quanto 10 células. O impacto da contaminagdo cruzada ao abate para a salde do
consumidor ainda precisa ser esclarecida, porém é possivel supor que a distribui¢do de
Salmonella spp. ao longo do processo contribuira, no minimo, para aumentar a chance
de um maior nimero de carcacas e produtos contaminados. Esse fato, por sua vez,
podera vir a aumentar o risco para o consumidor.

Nos ensaios conduzidos, evidenciou-se a transferéncia da cepa de S.
Typhimurium AmpR tanto da faca contaminada para as por¢des de carne suina, como
das porcOes de carne contaminadas para a faca. Apesar de terem sido realizados
experimentos aleatdrios em dias diferentes, houve um perfil consistente de
transferéncia, corroborando para a confiabilidade das cole¢bes de dados. Para tanto,
fatores que poderiam contribuir para a variacdo dos dados foram padronizados e
controlados, entre eles o tamanho da porcao de carne, tamanho e profundidade do corte,
assim como a temperatura do laboratério e os tempos de inoculagdo e transferéncia.

Nessas condicdes controladas, a transferéncia da cepa de S. Typhimurium Amp®
da carne para a faca foi de 0,42% quando foi realizado um corte (colecéo de dados C) e
de 0,3% quando foram realizados cinco cortes (colecdo de dados D). Resultados
similares foram obtidos por Smid et al. (2013), onde a partir da contaminacdo de uma
peca de carne com uma suspensao fecal, houve numa média de transferéncia estimada
de 0,19%. Uma possivel explicacdo para essa baixa porcentagem de transferéncia seria a
adesdo dos microrganismos a pele e gordura, como foi constatado por Pérez-Rodriguez
et al (2008) e por Carrasco et al (2012), ao comparar a aderéncia bacteriana a carnes
magras e com gordura.

A percentagem média de transferéncia da faca para a carne, por outro lado, foi
de 6,26%, quando realizado um corte e de 8,32% quando foram feitos cinco cortes.
Moore et al (2002) e Kusumaningrum et al (2002) demonstraram que a pressao e o
contato da faca com a carne € fundamental para a adesdo de Salmonella spp. é
necessario mencionar que a transferéncia diferiu daquela relatada por (Smid et al.,
2013); apesar de que, também nesse estudo, a transferéncia da faca para a carne tenha
sido maior do que a estimada da carne para a faca.

A execucdo de um ou cinco cortes, por sua vez nao apresentaram diferenca
significativa em termos de transferéncia, indicando que ha uma dindmica de
transferéncia em ambos o0s sentidos (carne-faca) ao executar cortes Ssucessivos.

Entretanto, nas condicGes controladas em que foram realizados os cortes, a penetracao
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da lamina da faca ocorreu sempre no mesmo local. Na linha de abate as incisoes
sucessivas ndo ocorrem necessariamente em uma area delimitada, o que pode criar um
perfil diferente de transferéncia.

No presente estudo dois fatores ndo foram considerados: a contaminagédo
residual e o desgaste da faca ao longo do tempo. A temperatura da 4gua de 80° C usada
no presente trabalho e o tempo de imersdo das facas de dois minutos pode nédo ser
observada em situacfes de campo, onde a temperatura da agua pode ser menor, assim
como o tempo de imersdo (LO FO WONG et al, 2002; DE BUSSER et al, 2011;
GOMES-NEVES et al, 2012; SECCHI et al, 2015). Esse fato pode contribuir para a
contaminacgdo residual da faca e o aumento do nimero de bactérias transferidas. Da
mesma forma, a ocorréncia de ranhuras pelo uso continuado das facas favorece a
aderéncia bacteriana, como demonstrado por Lariviére et al. (2015), e pode contribuir
para a contaminagéo residual e para transferéncia bacteriana.

No processo de abate h& pontos criticos para a contaminacgao de carcagas como a
escalda (SWANENBURG et al, 2001; BOLTON et al, 2002) e a depilacdo (BERENDS
et al, 1997; EFSA, 2010) na area suja do abatedouro. Entretanto, apds essas etapas o
processo de chamuscamento bem conduzido é eficaz no controle de contaminacéo
superficial (EFSA, 2010). J& na &rea limpa, ndo existe uma etapa que determine reducao
na contaminacao das carcacas (De Busser et al, 2011), assim é importante a desinfeccdo
e limpeza frequente dos utensilios, pois facas e serras podem ser fonte de contaminacgéo
nos abatedouros, como foi demonstrado em estudo realizado por Botteldoorn et al
(2003). Nesse sentido, os procedimentos de inspecdo também podem ser potencial fonte
de contaminacdo de carcagas. Existem modelos que descrevem o impacto da
contaminacdo por Salmonella nos diferentes estagios do abate, como o realizado por
Swart et al (2016). Porém a contribuicdo que o processo de inspec¢do nao foi incluido no
modelo. Os dados apresentados no presente estudo poderdo ser Uteis para O
aperfeicoamento desses modelos.
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6 CONCLUSAO

Ha transferéncia de Salmonella Typhimurium da faca para a carne suina, bem
como da carne suina para a faca.

A porcentagem de transferéncia da carne suina contaminada para a faca é baixa,
ao passo que a faca contaminada transfere alta percentagem do total de células de
Salmonella Typhimurium que carreia, durante a realizacdo dos cortes.

A realizagdo de cortes sucessivos no mesmo local néo altera significativamente a

transferéncia de Salmonella Typhimurium entre faca e carne.
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