GTa(luagéo
'\-‘

Sanidade, Seguranga

Alimentar e Ambiental
no Agronegocio

INSTITUTO BIOLOGICO

Monitoramento de patégenos e indicadores de contaminacao em diferentes
condicoes de processamento de produtos carneos de origem suina no Estado
de Sao Paulo



1

1
1
|
1
1
1
1
|
1
|
1
|
1
1
1
1
|
1
|
1
1
1
1
1
1
|
1
|
1
1
1
1
|
1
|
1
1
1
1
1
1
|
1
|
1
1
1
1
|
1
|
1

\

INSTITUTO BIOLOGICO

POS-GRADUACAO

Monitoramento de patégenos e indicadores de contaminacao em diferentes
condicoes de processamento de produtos carneos de origem suina no Estado
de Sao Paulo

GABRIELA TEREZINHA DANIEL

Dissertacdo apresentada ao Instituto
Biolégico, da Agéncia Paulista de
Tecnologia dos Agronegécios, para
obtencao do titulo de Mestre em Sanidade,
Seguranca Alimentar e Ambiental no
Agronegécio.

Area de Concentragcdo: Seguranca
Alimentar e Sanidade no Agroecossistema.
Orientador(a): Prof (a). Dr (a). Eliana
Scarcelli Pinheiro

Sao Paulo
2015



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicagao (CIP)
Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Sao Paulo
Nucleo de Informacao e Documentacao — IB

Daniel,Gabriela Terezinha.
Monitoramento de patégenos e indicadores de contaminac@o em diferentes

condicdes de processamento de produtos cdrneos de origem suina no Estado
de Sdo Paulo./ Gabriela Terezinha Daniel.— Sdo Paulo, 2015.
102 p.

Dissertagdo (Mestrado). Instituto Biol6gico (Sao Paulo). Programa de Pés-Graduagao.
Area de concentragdo: Seguranca Alimentar e Sanidade no Agroecossistema.
Linha de pesquisa: Qualidade de produtos e processos na producao animal.

Orientador: Eliana Scarcelli Pinheiro.
Versio do titulo para o inglés: Monitoringofpathogensandindicatorsof conta-

mination in different conditions of processing of swine meat origin in Sao Paulo.

1. Lingui¢a2. Salmonella3. Staphylococcus 4. Coliformes 5. Campylobacter

1. Daniel,Gabriela Terezinha I.Pinheiro, Eliana Scarcelli III. Instituto Bioldgico (Sao Paulo).
IV. Titulo

IB/Bibl./2015/007

Orientador(a): Prof Dr Eliana Scarcelli Pinheiro



SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS
INSTITUTO BIOLOGICO
Pos-Graduagao
Av. Cons. Rodrigues Alves 1252
CEP 04014-002 - Sao Paulo - SP
secretariapg@biologico.sp.gov.br

INSTITUTO BIOLOGICO

FOLHA DE APROVAGCAO

Nome do candidato: Gabriela Terezinha Daniel

Titulo: Monitoramento de patégenos e indicadores de contaminacdo em diferentes
condicoes de processamento de produtos carneos de origem suina no Estado de Sao
Paulo

Orientador(a): Prof (a) Dr (a) Eliana Scarcelli Pinheiro

Dissertagédo apresentada ao Instituto
Biolégico da Agéncia Paulista de
Tecnologia dos Agronegdcios para
obtencao do titulo de Mestre em Sanidade,
Seguranca Alimentar e Ambiental no
Agronegdcio.

Area de Concentragdo: Seguranga
Alimentar e Sanidade no Agroecossistema
Aprovada em:

Banca Examinadora
Assinatura:
*Prof. (a) Dr.(a):
*Instituicao:
Assinatura:
*Prof. (a) Dr.(a):
*Instituicao:
Assinatura:

*Prof. (a) Dr.(a):

*Instituicao:



Dedico este trabalho aos meus pais Gilberto e Luzinete



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Gilberto e Luzinete, por mais essa conquista, o sucesso dessa
realizacdo nao é s6 minha, essa conquista é nossa, devo todo meu sucesso somente
a vocés que me criaram, me educaram, me amaram, me aconselharam e me
trouxeram até aqui, vocés sdo minha estrutura. Pai e mae, obrigado por realizar esse
sonho que é s6 NOSSO. Amo vocés mais do que tudo no mundo. Obrigado por tudo.

A minha orientadora Eliana Scarcelli por aceitar me orientar e tornar esse
sonho realidade. Obrigado por toda orientagdo, ensinamentos, ajuda, preocupacao e
paciéncia. Obrigado por todas as conversas e conselhos. Obrigado por todos os
elogios que me fizeram sentir competente e feliz. Toda sua atencado e apoio foram
essenciais para tornar o desenvolvimento desse projeto algo prazeroso.

A minha “chefinha” Alessandra Nassar, mais do que apoio, incentivo, e
conselhos, vocé me deu grandes oportunidades e me trouxe até aqui. Vocé acreditou
e sempre confiou em mim, sou muito grata a vocé, saiba que tudo isso foi muito
importante no meu desenvolvimento durante minha formacao profissional. Obrigado
pela credibilidade, devo grande parte do meu potencial e sabedoria a vocé. Obrigado
por me aturar durante tanto tempo e mais do que tudo, obrigado por sua amizade.

A Aline Feola que me ajudou e ensinou parte da metodologia e a toda equipe e
amigas do Laboratério de Bacteriologia Geral, Simone, Renata, Rosangela e
Bernadete que também colocaram a “médo na massa” durante o desenvolvimento

desse projeto e sempre me apoiaram. Obrigado por toda ajuda.

Prof. Dr. Sergio Santos de Azevedo, da Universidade Federal de Campina
Grande, pela andlise estatistica.

Aos alunos da p6s-graduacao do Instituto Bioldgico (turma de 2013) que foram
o grupo de apoio “dos desesperados” durante esses dois anos.

Enfim, a todos que de alguma forma colaboraram na minha formagao.



DANIEL, G. T. MONITORAMENTO DE PAT@GENOS E INDICADORES DE
CONTAMINAQAO NAS DIFERENTES CONDICOES DE PROCESSAMENTO DE
PRODUTOS CARNEOS DE ORIGEM SUINA NO ESTADO DE SAO PAULO. Sao
Paulo. 2015. Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental
no Agronegdcio) — Instituto Bioldgico

RESUMO

A crescente demanda por derivados suinos tipo frescal representa um aumento
do risco destes produtos participarem de surtos de doencas transmitidas por alimentos
(DTA) em humanos. Dentre os derivados, a linguica apresenta um maior risco, pois
pode ocorrer contaminagao e proliferagdo dos microrganismos durante o preparo, a
manufatura e o estoque do produto, pelo fato de ndo sofrerem nenhum tratamento
térmico no processamento, por suas caracteristicas intrinsecas e por serem
submetidos a intenso manuseio. A analise microbiolégica de um alimento visa
investigar quantitativamente e qualitativamente a presenga de um determinado
microrganismo, assim como identificar e caracterizar as diferentes espécies a fim de
rastrear as condicdes de higiene em que o alimento foi processado e os provaveis
riscos a saude do consumidor. Portanto, os objetivos do presente estudo foram avaliar
a presenca de patégenos como Salmonella spp., Staphylococcus coagulase positiva,
coliformes fecais totais e termotolerantes, Escherichia coli patogénicas, Listeria
monocytogenes. e Campylobacter spp., em linguicas suinas tipo frescal produzidas
artesanalmente e sob fiscalizagdo visando analisar o potencial patogénico desses
alimentos como veiculadores de doencas alimentares e as possiveis rotas de
contaminagao durante o processo de producdo, e verificar ainda, se as condi¢des de
processamento (artesanal ou industrial) interferem no nivel de contaminagdo dos
produtos carneos. As metodologias utilizadas foram realizadas de acordo com a
Instrucdo Normativa 62, de 26/08/2003 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento e os resultados avaliados de acordo com as caracteristicas do
alimento, conforme a Resolugdo RDC n° 12 de 2001 da ANVISA. Os resultados
obtidos das analises das amostras de linguicas artesanais foram: 12% (6/50) das
amostras contaminadas com Salmonella spp., 58% (29/50) das amostras
apresentando niveis acima dos limites aceitaveis na quantificacdo de Staphylococcus
coagulase positiva e 76% (38/50) na quantificacées de coliformes fecais acima dos
limites aceitaveis para consumo. Com relagédo as linguicas analisadas produzidas sob
fiscalizacao detectou-se 6% (3/50) de amostras contaminadas com Salmonella spp. e

24% (12/50) destas apresentaram quantificagdo de coliformes fecais acima dos limites
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aceitaveis, e nenhuma amostra apresentou contagens de Staphylococcus coagulase
positiva fora dos padrdes. Detectou-se 2% (1/50) de E. coli enteropatogénica (EPEC)
em uma das amostras de linguiga fiscalizada. Nenhuma das amostras artesanais e
fiscalizadas apresentaram-se contaminadas com Campylobacter spp. e Listeria
monocytogenes. As aguas de producdo analisadas nao apresentaram contaminagao
pelos microrganismos pesquisados. Desta forma, ha a necessidade de sensibilizar os
comerciantes e os consumidores da importancia do servi¢co de inspe¢do permanente
em alimentos derivados de origem animal e que é premente que haja uma produgao
sanitariamente aceitavel, pois as doengas transmitidas por alimentos ainda continuam

sendo um problema a saude publica.

Palavras chave: Linguica, Salmonella, Staphylococcus, Coliformes, Campylobacter e
Listeria.
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DANIEL, G. T. MONITORING OF PATHOGENS AND INDICATORS OF
CONTAMINATION IN DIFFERENT CONDITIONS OF PROCESSING OF SWINE
MEAT ORIGIN IN SAO PAULO STATE. Sao Paulo. 2015. Dissertation (Mestrado em
Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegécio) — Instituto Biolégico

ABSTRACT

The increasing demand for fresh swine derivates means a higher risk of their
participation in human disease outbreaks transmitted by food. Among the derivatives,
the sausage represents a higher risk because there may be contamination and growth
of microorganisms during preparation, manufacture and stock, due to the fact that they
do not suffer any heat treatment during the procedure, for their intrinsic characteristics
and undergoing intense handling. Microbiological analysis of a food product aims to
investigate qualitatively and quantitatively the presence of a particular microorganism,
as well as identify and characterize the different species in order to trace the hygiene
conditions in which it was processed and the likely risks to consumer health. The aims
of this study were to evaluate the presence of pathogens such as Salmonella spp.,
Staphylococcus coagulase positive, total fecal and thermotolerant coliforms,
pathogenic Escherichia coli, Listeria monocytogenes. and Campylobacter spp., in
frescal pork sausages either handmade and produced under fiscal supervision in order
to analyze the pathogenic potential of these foods of causing foodborne illness and
possible routes of contamination during the production process, and verify, if the
processing conditions (handmade or industrial) interfere with the level of contamination
of meat products. The methods were carried out according to Normative Instruction 62,
of 26/08/2003 Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento and the results were
evaluated according to the characteristics of the food, as described by RDC Resolution
No. 12 of 2001 ANVISA. The results regarding handmade sausages were: 12% (6/50)
of the samples contaminated with Salmonella, 58% (29/50) of the samples showed
levels above acceptable limits for the quantification of Staphylococcus coagulase-
positive and 76% (38/50) above acceptable limits for consumption in the quantification
of fecal coliforms. Regarding the analyzed sausages manufactured under fiscal
supervision were found to be 6% (3/50) of samples contaminated with Salmonella spp.
and 24% (12/50) of these had quantification of fecal coliforms above acceptable limits,
and none had coagulase positive Staphylococcus counts outside the standards. Was
detected in 2% (1/50) enteropathogenic E. coli (EPEC) in one of the sausages sample
manufactured under fiscal supervision. None of the handmade or inspected samples
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showed up contaminated with Campylobacter spp. and Listeria monocytogenes. The
production waters were not contaminated by microorganisms examined. Thus, there is
a need to sensitize traders and consumers about the importance of permanent
inspection service in foods derived from animal and it is urgent that there is a sanitary
acceptable production, because foodborne illnesses are still being a health problem
public.

Key words: Sausage, Salmonella, Staphylococcus, Coliformes, Campylobacter and
Listeria.
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1. INTRODUCAO

A crescente demanda de derivados suinos tipo frescal representa um aumento
do risco destes produtos participarem de surtos de doencas transmitidas por alimentos
(DTA) em humanos. Dentre os derivados, a linguica apresenta um maior risco, pois
pode ocorrer contaminacgao e proliferagdo dos microrganismos durante o preparo, a
manufatura e o estoque do produto, pelo fato de ndo sofrerem nenhum tratamento
térmico no processamento, por suas caracteristicas intrinsecas e por serem
submetidos a intenso manuseio (CASTAGNA et al., 2004).

Outro problema é a producdo e comercializagdo de produtos carneos
artesanais, pois geralmente as condiges higiénico-sanitarias no abate de animais,
producdo e comercializacdo sdo precarias, verificando-se a presenca de
microrganismos patogénicos, principalmente Salmonella spp., constituindo-se um sério
risco a salde do consumidor (SILVA, 1999).

Condigbes sanitarias deficientes durante o abate dos animais, cozimento
inadequado, armazenamento impréprio, e falta de higiene durante o preparo dos
produtos carneos, sdo condicbes que podem predispor os individuos a tornarem-se
portadores assintomaticos ou doentes (PELCZAR, 1997).

A transmissao de Salmonella ao homem ocorre geralmente pela ingestao de
produtos de origem animal contaminados (WEGENER; BAGER, 1997). A presenca de
Salmonella em suinos pode representar um risco a salde publica, uma vez que tem se
observado o aumento do nimero de surtos, devido ao consumo de produtos suinos
contaminados.

A Salmonella € um dos principais agentes de infecgbes alimentares em
diversos paises (LACONHA et al., 2000; LOPALCO et al., 2000). Ao longo dos anos,
as aves e seus subprodutos ocuparam maior importancia como fonte de infecgdo por
Salmonella entérica em humanos (BAGGESEN; WEGENER, 1994; OLIVEIRA et al.,
1992). Porém, nos Ultimos anos, os suinos e seus derivados também vém se tornando
fonte dessa infecgéo, crescendo com destaque nos casos de salmonelose transmitida
por produtos de origem animal, e € um dos microrganismos mais envolvidos em casos
e surtos de doencas de origem alimentar em diversos paises, inclusive o Brasil. A
pesquisa da presencga ou auséncia de Salmonella spp., tem sido utilizada para avaliar
as condig¢des higiénico-sanitarias dos alimentos (FRANCO & LANDGRAF, 2006).

Outro microrganismo observado comumente nesse tipo de alimento é o
Staphylococcus aureus, citado como um dos principais agentes de DTA, responsavel

por intoxicagcdo alimentar no homem, que por sua vez é causada pela ingestao de



alimentos contaminados com toxinas pré-sintetizadas pelas bactérias, neste caso
denominadas enterotoxinas estafilococicas (NORMANO et al., 2005).

Em funcao do risco a salde publica que a presenca de S. aureus em alimentos
representa, estabeleceu-se a obrigatoriedade de sua pesquisa e enumeragdo em
diversos paises, como parte da fiscalizacdo sanitaria de 6rgaos governamentais
(SILVA et al., 2004).

Os coliformes fecais indicam contaminacao de origem fecal recente do produto
(MOTTA et al., 2000), sendo que a detecgcao de elevado nimero destas bactérias em
um alimento, inclusive nos processados, é interpretada como possivel presenca de
patégenos intestinais (PARDI et al., 1993). Os coliformes sao microrganismos
indicadores de condicbes sanitarias indesejaveis, principalmente em processamento
de alimentos. A contagem de coliformes termotolerantes, também tem sido utilizada
para avaliar as condigbes higiénico-sanitarias dos alimentos (FRANCO & LANDGRAF,
2006).

Outra zoonose de grande importancia é a campilobacteriose, que tem
distribuicdio mundial, onde seus principais representantes sdo as espécies
Campylobacter jejuni e Campylobacter coli. Considerados microrganismos
ubiquitarios, sao encontrados tanto dispersos no ambiente, como também assumindo
o papel de agentes patogénicos ou comensais do trato gastrointestinal de animais
domésticos e selvagens (ALTEKRUSE, 1998; SCARCELLI et al., 2005).

As enterites por Campylobacter estdo bem caracterizadas como doengas
zoondéticas de origem alimentar, onde varios estudos tém demonstrado a significAncia
dos reservatoérios animais na epidemiologia do Campylobacter spp. € os alimentos de
origem animal considerados a principal fonte de infecgdo (ALTEKRUSE et al., 1999;
CARVALHO et al., 2010).

Listeria spp. encontra-se amplamente distribuida na natureza, fato que explica
a facilidade com que é encontrada em alimentos, desde a produgao até o consumo
(BEUCHAT, 1996). A pesquisa de L. monocytogenes em alimentos prontos para o
consumo é de grande importancia, pois se sabe que os alimentos envolvidos em
surtos e casos esporadicos de listeriose sdo aqueles processados industrialmente,
mantidos sob refrigeracdo, com vida de prateleira longa, e que oferecem condicdes
adequadas para a sua multiplicacdo. Diversas formas de transmissdo do
microrganismo a humanos ja foram relatadas, mas a via alimentar parece ser a mais
preocupante (CDC, 2013).

As doengas transmitidas por alimentos continuam sendo um problema a satde
publica, apesar da melhoria de controles sanitarios nos Ultimos anos. A cadeia
alimentar € muito extensa e, deve-se controlar e monitorar os riscos das atividades



relacionados a todas as etapas de producdo, desde a matéria prima até o produto
final, garantindo higiene e seguranga dos alimentos. Os procedimentos de controle
devem ser frequentemente verificados de forma a proceder as correcées necessarias.
Ainda sédo escassos os dados referentes a epidemiologia microbiana do principal
derivado da carne suina (linguigas) produzidas artesanalmente e em frigorificos
localizados no Estado de Sao Paulo, visando a detecgdo dos principais agentes
etiologicos bacterianos mais comuns nesses produtos, e sua forma de disseminagao
na linha de produgao, justificando a importancia do presente estudo.

1.1. Objetivos

Gerais:

Avaliar a presenca de patdégenos em linguicas suinas tipo frescal produzidas
artesanalmente e sob fiscalizagdo visando analisar o potencial patogénico desses
alimentos como veiculadores de doencas alimentares e as possiveis rotas de
contaminagdo durante o processo de produgdo, e verificar se as condi¢cdes de

processamento interferem no nivel de contaminacao destes produtos.

Especificos:

e Detectar estirpes de Salmonella spp. e Campylobacter spp. nas amostras de
linguicas de origem suina por meio das técnicas de isolamento e identificacao
microbiolégica.

e Empregar a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR), para identificacdo dos
sorotipos de Salmonella entérica: Enteritidis, Typhimurium, Choleraesuis e Dublin
utilizando as coldnias isoladas no cultivo microbiolégico.

e Empregar a reagcdo em cadeia pela polimerase (PCR) para deteccdo de
Campylobacter coli, Campylobacter jejuni e Listeria monocytogenes.

e Realizar a contagem de Staphylococcus coagulase positiva (ECP).

e Realizar a determinagdo dos nimeros mais provaveis de coliformes fecais totais e

termotolerantes por grama (NMP/g).



e Realizar o isolamento de Escherichia coli das amostras positivas no teste de
determinagao de coliformes fecais termotolerantes.

e Empregar a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) das colbnias isoladas de
Escherichia coli para pesquisa dos genes relacionados aos fatores de viruléncia stx7,
stx2, eae, bfpA, aggR, elt, esth, estp, invE, astA e suas classificacbes em STEC,
EPEC, EPEC atipica, ETEC, EIEC e EAggEC.

e Avaliagdo microbiolégica da agua utilizada nas operagbes de producdo dos
embutidos industrializados produzidos sob Fiscalizacao.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Mercado

Segundo a ABIPECS (Associacao Brasileira da Industria Produtora e
Exportadora de Carne Suina), o consumo mundial de carne suina foi equivalente a
107.242 toneladas no ano de 2013, sendo os principais paises consumidores China,
Unido Européia, Estados Unidos, Russia e o Brasil ocupando o 5° lugar tendo o
consumo total de 2.771 toneladas no ano de 2013 (ABIPECS, 2013a).

Em 2013, o Brasil importou o equivalente a 6.810 toneladas (ABIPECS, 2013b)
e exportou 7.058 toneladas de carne suina (ABIPECS, 2013c). Estima-se que a
producdo de carne suina atinja média anual de 2,84%, no periodo de 2008/2009 a
2018/2019, e o seu consumo aumente 1,79%. Em relacdo as exportacdes, a
representatividade do mercado brasileiro de carne suina saltara de 10,1%, em 2008,
para 21% em 2018/2019 (BRASIL, 2013a).

Tanto a carne “in natura”, quanto os produtos processados tém sua aquisicao
domiciliar per capita elevada a medida que cresce a renda do consumidor. Aqueles
com maior valor agregado como 0 presunto ou os cortes de carne ‘in natura”
apresentam elevacao da aquisicao per capita a medida que cresce a renda (0 mesmo
ocorre com a carne bovina de primeira). Por outro lado, entre produtos processados
como linguica e mortadela, a aquisicao per capita nao sofre tanta influéncia da renda
ou até mesmo se reduz a partir de faixas de renda intermediarias (0 mesmo ocorre
com a carne bovina de segunda e de aves). Desta forma, a medida que a renda se
eleva, ocorre uma substituicdo dos produtos processados pela carne “in natura”



(exceto para a ultima faixa de renda). Este padrao se verifica em todas as regioes,
sendo que no Sudeste ele é menos acentuado (MIELE, 2011).

2.2. Embutidos

O decreto de lei n®. 52.504 define embutidos como sendo produtos elaborados
com carnes ou outros tecidos animais comestiveis, curados ou ndo, condimentados,
cozidos ou ndo, defumados e dessecados ou nao, tendo como envoltério natural
tripas, bexigas ou outras membranas animais ou envoltério plastico apropriado (SAO
PAULO, 1970).

O produto embutido sera designado pelo seu nome, seguido da classe a que
corresponde, ou tipo, ou espécie animal de que provem, podendo ser seguido ainda
de complementagdes elucidativas quanto as caracteristicas peculiares como "linguica
defumada", "salsicha tipo Viena" e etc. Os mesmos serdo classificados quanto ao
processo de fabricacdo (frescos, cozidos, defumados, secos), de acordo com a
composigao (simples ou mistos) e por fim, segundo ao seu tipo caracteristico,
definidos em chourico que é o produto preparado com mistura de carnes bovina e
suina, trituradas ou picadas, fortemente condimentadas, com certa porcao de sangue,
embutido em tripas do bovino cozido e defumado, e a linguica cujo produto é
preparado com mistura de carne picada, toucinho e condimentos, embutidos em tripas
finas de suino, ovino caprino ou vitela, defumado, ou nao, conservado pela salga. As
linguicas poderao ser de carne suina, bovina ou mistura das duas (SAO PAULO,
1970).

De acordo com o processo de preparagao a linguica podera ser definida como
linguica frescal (é a linguigca que corresponde a defini¢céo) e linguica dessecada (é a
linguica parcialmente desidratada por processo tecnolégico adequado). A linguica
segundo o estilo de preparagcao e condimentagdo podera classificar-se ainda em tipos
como "tipo calabresa", "tipo napolitana", "tipo portuguesa", etc (SAO PAULO, 1970).

Com relacdo as caracteristicas gerais os embutidos devem ser preparados de
carne e outros tecidos animais em perfeito estado de conservagao, segundo o tipo de
embutido e suas peculiaridades, podem entrar na sua composicdo, tenddes e
cartilagens. O sangue utilizado devera ser colhido isoladamente de cada animal
em recipiente separado, sendo rejeitado o sangue procedente de animal considerado
impréprio para o consumo pela inspecao sanitaria. Nao é permitido o uso de sangue
com a fibrina, e a desfibrinizagdo ndo podera ser feita a mao. Nao sera permitido o



emprego de matérias primas de qualidade ou em proporgao diferentes das constantes
da férmula aprovada. Em nenhum tipo sera permitido o emprego de gordura de bovino
em substituicdo ao toucinho. Nos embutidos ndo é permitido ser adicionados tecidos
inferiores e ndo devem apresentar a superficie imida, pegajosa, exsudando liquido, ou
partes flacidas ou de consisténcia anormal com indicios de fermentagdo putrida.
Devem ser manipulados em boas condigcbes de higiene, devendo estar isentos de
parasitas, bolores, sujidades e microrganismos que indiquem manipulacdo defeituosa
do produto. As tripas e membranas de animais empregados como envoltério devem
estar rigorosamente limpas e sofrer lavagem imediatamente antes de seu uso. E
permitido dar um banho de parafina pura na membrana que envolve os embutidos.
Também ¢é permitido, com a mesma finalidade, o emprego de resmas e polimetros
desde que nao prejudiguem o produto. Os envoltérios nao devem estar perfurados por
parasitos. Os embutidos podem ser enlatados, desde que as latas sofram o mesmo
tratamento das conservas enlatadas em geral, devendo obedecer a norma para carnes
preparadas enlatadas (SAO PAULO, 1970).

2.3. Seguranca Alimentar

A analise microbiolégica de um alimento visa investigar quantitativamente e
qualitativamente a presenca de um determinado microrganismo em um produto, assim
como identificar e caracterizar as diferentes espécies a fim de rastrear as condi¢des de
higiene em que o alimento foi processado e os provaveis riscos a saude do
consumidor. Apesar da utilizacao de diferentes técnicas para garantir a qualidade e a
inocuidade de alimentos, as doencas transmitidas por alimentos (DTA) continuam
sendo um problema de saude publica. Cerca de 75% das novas doencas que tém
afetado os seres humanos ao longo dos Ultimos 10 anos, foram causadas por
patégenos provenientes de um animal ou produtos de origem animal e todos os anos,
milndes de pessoas adoecem em razdo das zoonoses de origem alimentar
(GERMANO, 1993; OMS, 2009)

Dentre os alimentos envolvidos com maior frequéncia como veiculadores de
enfermidades ao homem encontram-se as carnes bovina e de frango (GERMANO et
al.,, 1993), bem como a carne suina e seus derivados, principalmente as linguicas
(MANCHA et al., 1999). Ressalta-se que a linguica frescal € um alimento exposto a
contaminacao e representa um excelente meio para desenvolvimento e multiplicagéo
de microrganismos (AMARAL et al., 1984; PANETTA et al., 1984). As provaveis fontes



de contaminagdo para esses produtos compreendem as carnes, 0s envoltorios, os
temperos ou condimentos, bem como a agua utilizada em todas as operacbes de
limpeza e manutencédo, manipulagdo e nas maquinas e utensilios (OLIVEIRA et al.,
1992).

No Brasil, existem normatizacbes adequadas para controle sanitario dos
alimentos, como o Regulamento de Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal (RIISPOA), do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA). Com relagdo ao controle de alimentos no Brasil, o marco legal que
possibilitou uma maior agilidade a toda estrutura de Vigilancia Sanitaria se deu com a
criagdo da ANVISA em 1999. Com isto o controle dos alimentos no Brasil passou a ser
mais eficiente. Com a mudancga na lei permitindo a ANVISA o acesso e a anuéncia das
licencas de importacdo de produtos sujeitos a vigilancia sanitaria, tornou-se possivel o
controle dos produtos importados. Com a atualizagdo da legislagdo, segundo
referéncias internacionais, colocou o pais no mesmo nivel de discussao técnica com
restante do mundo, possibilitando discutir questées sanitarias e seguranga alimentar
com outros paises e blocos econO6micos. Esta regulamentacdo se faz com a
publicagdo de Regulamentos Técnicos, que podem ser regulamentos horizontais ou
verticais, ou seja, trata de assuntos gerais para todos os alimentos (Rotulagem,
Embalagem, Aditivos Alimentares e Coadjuvantes de Tecnologia, Contaminantes,
Padrbes Microscopicos e Microbiologicos, etc.) ou especificos por alimento ou
categoria de alimento (Padrao de Identidade e Qualidade de Produtos). Outras formas
de controle dos alimentos sao realizadas através de uma politica de inspecédo e de
programas de monitoramento de produtos no comércio com a participacdo das
vigilancias estaduais e dos Laboratérios de Centrais de Saide Publica — LACEN, bem
como, através de medidas sanitarias, onde o critério utilizado leva em conta o risco a
saude do consumidor. Estas Ultimas sdo acoes de vigilancia sanitaria de abrangéncia
nacional, imediatas, voltadas para coibir ou prevenir riscos advindos de produtos ou
praticas que possam trazer prejuizos a salde da populacdo. (ANVISA, 2002)

Além disto, uma importante missdo da ANVISA é a educacdo. Para tanto, a
Diretoria de Alimentos e toxicologia firmou convénio com SENAI e SEBRAE para
capacitacao do Setor Produtivo em Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e Analise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC ou HACCP) e assinou um Projeto de
Cooperacao Técnica com o INPPAZ/OMS para capacitagdo de técnicos do Governo
nos mesmos assuntos direcionados a Inspegéo e Fiscalizagdo (ANVISA, 2002)

Com o objetivo de proteger a saude dos consumidores €, a0 mesmo tempo,
zelar pela aplicagdo de praticas leais no comércio de alimentos, surgiram varios

acordos comerciais multilaterais. Dentre estes, temos o “Acordo sobre a Aplicagdo de



Medidas Sanitarias e Fitossanitarias” (SPS) e o “Acordo sobre Obstaculos Técnicos ao
Comércio” (TBT), bem como, programas ligados a FAO e a OMS, como por exemplo,
o Codex Alimentarius. Este ultimo trata-se de um Cédigo Alimentario Internacional
compostos de normas bésicas sobre alimentos. (ANVISA, 2002)

Quando se trata de seguranca na cadeia alimentar objetiva-se o controle de
qualidade em todas as etapas de producao de um alimento, ou seja, controle de todas
as atividades relacionadas a produgao, beneficiamento, armazenamento, transporte,
industrializagdo, embalagem, reembalagem, comercializacdo, utilizacdo e consumo de
alimentos, considerando-se suas interacbes com o meio ambiente, o homem e seu
contexto sécio econdmico (ANVISA, 2002).

Ha dois grupos distintos de empresas e cooperativas que abatem animais,
processam e distribuem carne animal no Brasil, o subsistema sob Inspe¢ao Federal
(SIF) e o subsistema sob inspecdo Estadual (SIE) e Municipal (SIM). O sistema de
inspecao sanitaria constitui importante fator de credibilidade para o segmento de abate
e processamento de carne, na medida em que certifica o produto para os mercados
interno e externo. O abate formal de animais é regido por legislacao sanitaria
especifica e possui trés niveis de inspecdo e fiscalizacdo: Federal, exercida pelo
Servigo de Inspecéao Federal (SIF), Estadual, por intermédio do Servigo de Inspecao
Estadual (SIP), e Municipal, por meio do Servico de Inspecdo Municipal (SIM). Essa
divisdo de trabalho encontra-se estabelecida em lei. Os estabelecimentos sob controle
Federal podem realizar o comércio nacional e internacional de sua producao, os da
esfera Estadual tém sua atuacdo restrita ao ambito do Estado, e os da esfera
Municipal estdo circunscritos as respectivas divisas municipais (INSTITUTO
PARANAENSE DE DESENVOLVIMENTO ECONOMICO E SOCIAL, 2002).

2.4. Abate irregular e producido de embutidos artesanais

A informalidade e a fiscalizagdo ineficiente, ou de carater apenas punitivo,
constitui fator restritivo a eficiéncia e competitividade da cadeia, afetando
negativamente os sistemas tributario, regulatério e de inspecdo. Para ser bem
sucedido, o esforgo de eliminacdo da informalidade devera ser realizado em frentes
distintas, envolvendo tanto a conscientizagdo do consumidor, quanto o fortalecimento
e aparelhamento dos érgaos de inspecao e fiscalizacao tributaria e sanitaria. Assim, é
necessaria a intensificacdo das acdes dos oOrgdos estaduais e municipais de
fiscalizacao tributaria e de inspecéo e vigilancia sanitaria, no sentido de prevenir e



coibir o abate comercial, o transporte e a comercializagcdo de carne suina e produtos
derivados, produzidos de forma irregular/informal. Os possiveis agentes executores
dessas acdes sdo as Secretarias estaduais e municipais da Agricultura, Fazenda e
Saude; Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento; e entidades privadas,
governamentais e nado-governamentais (INSTITUTO PARANAENSE DE
DESENVOLVIMENTO ECONOMICO E SOCIAL, 2002).

A implantacdo do selo de certificacdo de qualidade também pode ser uma
solucao contra as praticas irregulares de abate, pois o desenvolvimento da atividade
de abate e/ou processamento com inspecao estadual ou municipal, no Estado, sofre
a concorréncia de produtos com inspecao federal, que tém, na percepcao da
distribuicdo e do consumidor final, uma imagem de qualidade superior. Por essa
razdo, o desenvolvimento de um sistema de certificacdo de qualidade — e ainda
como diferencial uma certificacdo social — objetiva a valorizagdo e o fortalecimento
das empresas de atuacgao regional, geralmente sob gestédo familiar, como produtoras
de produtos de qualidade. Para tanto, deve-se desenvolver e implantar um selo que
certifique os produtos derivados do abate e processamento de carne bovina, suina e
aves. Este selo constitui a garantia de origem, cuidados da manipulagédo e
processamento e qualidade do produto final para consumo. Devera ser conferido por
certificadora credenciada pela Agéncia Reguladora, para produtos com inspecéo
estadual ou municipal. Nesse caso 0s agentes executores seriam a Agéncia
Reguladora, governos Estaduais e Municipais e associacdes de classe (INSTITUTO
PARANAENSE DE DESENVOLVIMENTO ECONOMICO E SOCIAL, 2002).

Em Sao Paulo, no Municipio de Socorro, esta sendo instituida uma lei sobre a
comercializagdo de produtos embutidos artesanais derivados de carnes. A lei n°
3768/2013 dispde que a elaboracdo destes produtos embutidos, sob a forma
artesanal, devera ser utilizada matéria prima que satisfaca a legislacao de defesa
sanitaria animal. Os animais destinados a elaboragdo de produtos embutidos
derivados de carnes deverdo ser abatidos em estabelecimentos sob inspecgao
higiénico-sanitaria oficial (SIF, SISP ou SIM). Para sua comprovagao, O
estabelecimento processador devera apresentar, quando da fiscalizagdo por este
Servico de Inspecdo Municipal, as notas fiscais que comprovem terem sido estas
carnes adquiridas nestes estabelecimentos. Compete ao Servico de Inspecao
Municipal de Produtos de Origem Animal do Departamento de Agricultura e
Abastecimento do Municipio de Socorro, Estado de Sao Paulo, a fiscalizagdo
higiénico-sanitaria e tecnoldgica dos produtos artesanais, a prestacdo de orientacao
técnica aos interessados em processarem produtos embutidos de que trata esta Lei.
O produtor artesanal devera apresentar relatério mensal com os dados de produgao



10

bem como manter livro para registro de informagdes, recomendagbes e visitas de
fiscalizacdo, efetuadas para controle higiénico-sanitario e tecnoldgico do produto e
deverao ter registro de sua composicao e método de processamento junto ao Servigo
de Inspecdo Municipal de Produtos de Origem Animal, observadas as normas
técnicas (PREFEITURA MUNICIPAL DA ESTANCIA DE SOCORRO, 2013)

2.5. Doencas transmitidas por alimentos

As enfermidades de origem alimentar ocorrem quando uma pessoa contrai uma
doenca devido a ingestdo de um produto contaminado com microrganismos €/ ou
toxinas indesejaveis. Essa condicdo é frequentemente denominada como toxinfecgao
alimentar (FORSYTHE, 2002).

A OMS estima que, anualmente, mais de um tergco da populagdo mundial
adoecem devido a surtos de DTA, mas somente uma pequena proporgao € notificada
(SINAN, 2014).

As populagbes de baixa renda geralmente sdo as mais afetadas pela
contaminagao alimentar, devido aos hébitos culturais da alimentagdo e a necessidade
de optar por produtos com menor preco, geralmente de pior qualidade e mais
contaminados (BALBANI e BUTUGAN, 2001). De fato, as regiées Norte e Nordeste do
pais sdo as que apresentam as maiores taxas de incidéncia de casos de DTA,
comparadas com as outras regides (CARMO et al., 2005).

Segundo dados do Sistema de Informagbes Hospitalares (SIH) do Ministério da
Salde, ocorreram mais de 3.400.000 internacdes por DTA no Brasil, de 1999 a 2004,
com uma média de cerca de 570 mil casos por ano (CARMO et al., 2005).

De acordo com o Sistema de Informagao sobre Mortalidade (SIM), de 1999 a
2002, ocorreram 25.281 6bitos por DTA no Brasil, com uma média de 6.320 6bitos por
ano (CARMO et al., 2005).

Dados recentes mostram uma série histérica de surtos de DTA no Brasil
(Quadro 1) e os principais agentes envolvidos (Grafico 1).
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Quadro 1: Série histérica de surtos de DTA. Brasil, 2000 a 2014 (VE-DTA, 2014).

Ano

2000
2001

2002
2003
2004
2005
2006
2007
2008
2009
2010
201

2012
2013
2014*
Total

Surtos

427
872
806
619
635
913
573
683
641
504
498
795
863
800
209
9.719

Doentes

9.535
15.631
12.391
17.910
21.776
17.214
10.312
11.708
8.995
9.431
8.626
17.884
14.670
16.720
2.950
192.803

Expostos

31.821
211.228
116.962
688.772
368.109
242.191
49.465
25.195
23.275
24.014
23.954
52.662
42.138
42.072
6.286
1.948.144

Grafico 1: Agentes etioldgicos relacionados aos surtos de DTA. Brasil, 2000 a 2014

(VE-DTA, 2014).
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O impacto econdmico negativo causado pelas DTA alcanga niveis cada vez

mais preocupantes, acarretando grandes perdas para a industria, o turismo e a

sociedade (NASCIMENTO, 2000). No Brasil, os custos com os casos de internacéao
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por DTA, de 1999 a 2004, foram de 280 milhdes de reais, com média de 46 milhdes de
reais por ano (CARMO et al., 2005). A maioria dos casos de DTA, porém, nao é
notificada, pois muitos microrganismos patogénicos presentes nos alimentos causam
sintomas brandos, fazendo com que a vitima ndo busque auxilio médico
(COSTALUNGA & TONDO, 2002; FORSYTHE, 2002).

Entre as causas mais frequentes de contaminagéo dos alimentos, destacam-se
a manipulagdo e a conservagao inadequadas dos mesmos, além da contaminagao
cruzada entre produtos crus e processados (COSTALUNGA & TONDO, 2002;
SANTOS et al., 2002; NADVORNY et al., 2004; CARMO et al., 2005).

Segundo o Centers for Disease Control and Prevention (CDC), surto de DTA é
o0 epis6dio em que duas ou mais pessoas apresentam doenca semelhante apos
ingerirem alimentos de origem comum. A identificacdo e investigacdo de surtos
causados por alimentos € um componente essencial na prevengao e no controle das
DTA. Surtos sem esclarecimento etiolégico geralmente tém como causas a notificacao
tardia, a auséncia de coleta de amostras clinicas e/ou de alimentos em tempo
oportuno, ou testes laboratoriais inadequados (EDUARDO et al., 2003). Embora seja
possivel, mesmo sem o isolamento do agente etiolégico responsavel pelo surto,
levantar hipéteses quanto a etiologia do mesmo e determinar medidas de prevencao
(BARRETO & COSTA 1998).

2.5.1. Salmonella spp.

O género Salmonella spp. €& composto por bacilos Gram-negativos
pertencentes a familia Enterobacteriaceae (HOLT, et al. 1994). Sao anaerdbios
facultativos, moéveis por flagelos peritriqueos, com excecao dos sorotipos Gallinarum e
Pullorum (WILCOK e SCHWARTZ, 1993). Geralmente ndo fermentam a lactose
(CLARKE & GYLES, 1993).

Sao organismos quimiotroficos, apresentando metabolismo tanto respiratério
como fermentativo (HOLT, et al., 1994). A partir de fermentacao de D-glicose e outros
carboidratos produzem acido e gas (JAY, 1992; TORTORA et. al., 1993). Sdo indol
negativos, oxidase negativos, catalase positivos e produzem gas sulfidrico (HOLT et
al., 1994). A temperatura 6tima para crescimento é 37°C (FRANCO & LANDGRAF,
1996).
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Atualmente, existem aproximadamente 2500 sorovares identificados de
Salmonella spp., com vasta distribuicdo na natureza (SCHWARTZ, 2000), sendo mais
de 2000 sorovares isolados de vertebrados (SCHWARTZ, 1991).

Ha sorovares de Salmonella spp. que sdo adaptados a um hospedeiro
especifico (Typhi para humanos, Choleraesuis para suinos e o Dublin para bovinos)
(SCHAWARTZ, 2000), enquanto outros sorovares (Typhimurium, Anatum, Newport,
entre outros) afetam um grande numero de hospedeiros, desenvolvendo importante
papel na disseminacdo da infeccdo entre diferentes espécies (HIRSH, 1990).
Diferentes sorovares podem infectar o suino, mas poucos constituem causa
significativa de doencgas, como a Cholaresuis e Typhimurium (SOBESTIANSKY, et al.,
1999).

A infeccao por Salmonella pode ser considerada sob dois aspectos: presenca
de sorotipos patogénicos, adaptados ao suino, que provocam gastroenterites e
septicemias e a presencga de sorotipos que ndo causam doenga nos animais, mas sao
as principais fontes de contaminacdo das carcagas nos frigorificos e que podem
infectar humanos (ALBAN & STARK, 2005).

Baseado em estudos gendmicos, o género Salmonella é dividido em duas
espécies, Salmonella enterica e Salmonella bongori (GRIMONT & WEILL, 2007).
Salmonella entérica possui seis subespécies expressas por nomes e algarismos
romanos, as quais apresentam diferengas bioquimicas e genbmicas entre si: S.
enterica subespécie enterica (l), S. enterica subespécie salamae (ll); S. enterica
subespécie arizonae (llla), S. enterica subespécie diarizonae (lllb), S. enterica
subespécie houtanae (IV), e S. enterica subespécie indica(Vl), enquanto que S.
bongori apresenta apenas a subespécie bongori (V) (GUIBOURDENCHE et al., 2010).
A classificagdo do género Salmonella esta baseada atualmente no esquema de White-
Kaufmann-Le Minor e envolve mais de 2500 sorotipos de Salmonella identificados.
Estad relacionada a caracterizacdo de seus antigenos somaticos (O) de parede
natureza lipopolissacaridea, os flagelares (H) de natureza proteica e os capsulares
ligados a viruléncia (Vi). Os antigenos O s&o resistentes ao calor e ao alcool, os
antigenos Vi resistentes ao calor e os antigenos H sao formados por uma proteina
denominada flagelina, que é termolabel, inativada lentamente pelo alcool e que pode
existir tanto na forma simples (monomérica) ou em duas formas separadas (difasica)
(GUIBOURDENCHE et al., 2010).

As subespécies de Salmonella sao divididas em sorogrupos, cuja classificacao
¢ feita a partir do antigeno O. Dentro dos sorogrupos existem os sorotipos especificos.
Ainda, cada subespécie possui varios sorotipos e suas respectivas linhagens, onde
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aproximadamente 99% dos sorotipos mais comumente isolados pertencem a
subespécie enterica (GRIMONT & WEILL, 2007).

Os diversos sorotipos e linhagens existentes de Salmonella podem causar
doencas sistémicas restritas a determinadas espécies, tais como: Salmonella enterica
sorotipo Typhi em seres humanos; Salmonella entérica sorotipo Choleraesuis em
suinos; Salmonella enterica sorotipo Dublin em bovinos; Salmonella enterica sorotipo
Pullorum e Salmonella enterica sorotipo Gallinarum em aves.Ja outros sorotipos como
Typhimurium e Enteritidis podem determinar doenca gastrointestinal em amplo
espectro de hospedeiros (VOLF et al., 2012).

Varios destes sorotipos podem também, apds o aparecimento e posterior
resolugdo da doenga clinica no animal, persistir nos tecidos deste durante longos
periodos, ou ainda, podem infectar o animal sem manifestagéo clinica caracterizando
focos de contaminagcdo assintomaticos em animais de produgdo (BERCHIERI
JUNIOR. et al, 2010). Em geral, a infeccdo por Salmonella sp. determina
manifestacdes subclinicas em suinos, sendo poucos sorotipos, como o Choleraesuis e
o Typhimurium, os que constituem causa significativa de doenca (KICH & CARDOSO,
2012).

A bactéria Salmonella enterica sorotipo Choleraesuis foi a primeira isolada em
suinos no final do século 19, apenas dois anos apds o descobrimento do género
Salmonella por Daniel E. Salmon (QUINN et al., 2007). O sorotipo Choleraesuis é
altamente adaptado ao organismo de suinos podendo permanecer em dorméncia no
rebanho até que haja um ou varios fatores estressantes aos animais que propiciam a
proliferacdo da bactéria e o desenvolvimento da doenga nos animais (CHIU et al,,
2004).

Pertence ao grupo O:7 (C1) na classificacdo de acordo com antigenos
somaticos, flagelares e capsulares (GRIMONT & WEILL, 2007). A principal fonte de
contaminacgao é o proprio suino infectado e suas fezes contaminadas, podendo haver
presenca da bactéria em instalagbes e ragado fornecida aos animais. O estado de
portador de suinos infectados ja foi observado experimentalmente, em contraste, em
condicbes naturais, os suinos permanecem portadores inaparentes por dois a trés
meses apds a infeccdo e a recuperacdo da enfermidade clinica (JACKSON &
COCKCROFT, 2007). E isolado frequentemente em suideos e raramente de outras
espécies de animais (QUINN et al., 2007).

A alta viabilidade da bactéria em ambientes e alimentos é um agravante na
infeccao de animais e de humanos, podendo haver a recontaminagédo periddica na
granja. Em consequéncia disso, animais recentemente introduzidos no sistema de

producao rapidamente se contaminam, e constituem grande risco aos seres humanos
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que tem contato com instalagées, produtos e animais contaminados (MULLER et al.,
2009; SILVA et. al, 2009).

Este sorotipo é caracterizado como sendo de alta prevaléncia em relagio a
outros que vém sendo isolados nos alimentos e incriminados em surtos de doengas
em humanos (JACKSON & COCKCROFT, 2007). Nas ultimas décadas, o sorotipo
Choleraesuis nao tem representado grande porcentagem dentre os sorotipos isolados
de suinos, apresentando raros picos em alguns anos, mas de pouca
representatividade de maneira geral (FOLEY et al., 2008). No Brasil, os trabalhos mais
recentes que analisaram de suinos em granjas, frigorificos e produtos originados de
carne suina nao isolaram o sorotipo em questao, havendo maior incidéncia de outros
sorotipos ndo especificos aos suinos (MICHAEL et al.,, 2002; BESSA, 2006;
SPRICIGO et. al, 2008; MULLER et al., 2009; SILVA et. al, 2009).

A apresentacao clinica da doencga e a gravidade dos sinais clinicos dependem
das condicdes de resisténcia dos animais, incluindo infecgdes concomitantes, e da
cepa envolvida. Algumas cepas de Salmonella Choleraesuis podem levar a 6bito
quase que 100% de animais jovens, enquanto cepas menos invasivas causam apenas
diarreia ou nenhum sinal clinico. A debilitagdo do animal, por doenga intercorrente ou
por situacdes estressantes, aumenta o risco de surtos e gravidade da salmonelose
(KICH & CARDOSO, 2012). Estudos realizados por FEDORKA-CRAY et al. (1994)
determinaram também a importancia da dose de células de Salmonella Choleraesuis
no estabelecimento da infecgdo nos suinos observando a presenca de doenca clinica
severa em doses infectivas de 10° UFC/g ou mais e que doses iguais a 10° UFC/g
seriam suficientes para causar letargia e depressao nos animais.

Salmonella Choleraesuis é um importante sorotipo para a saide humana visto
que possui alta infectividade em humanos, nos quais pode causar enterite grave e
septicemia. Esporadicamente, a bactéria pode causar uma sindrome especifica no
qual ha uma predilecédo a instalagéo de bactérias na artéria aorta abdominal, podendo
resultar em sintomas como hipertensdo, aneurisma e septicemia, de etiologia pouco
esclarecida (FORBES & HANDLING, 2006).

O sorotipo Salmonella Typhimurium é o mais isolado em suinos (JACKSON &
COCKCROFT, 2007), sendo também um dos mais estudados pela sua capacidade de
infectar amplo espectro de animais e por causa de suas linhagens multirresistentes a
desinfetantes e antimicrobianos comuns (HOTOON et al.,, 2011). Ainda, a sua
capacidade de formar biofiime é um fator de permanéncia no ambiente determinante
na contaminacao por fémites e equipamentos na industria (CASTELIJN et al., 2013).

Pertence ao Grupo O:4 (B) na classificacdo de acordo com antigenos
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somaticos, flagelares, sendo um dos grupos com maior numero, diversidade de
sorotipos e linhagens diferentes (GRIMONT & WEILL, 2007).

Em paises como China (YANG et al., 2013), Inglaterra (MUELLER-DOBLIES et
al., 2013), Portugal (GOMES-NEVES et al., 2012) e Alemanha (METHNER et al.,
2011), é o sorotipo mais isolado em carcagas de suinos, semelhante aos achados no
Brasil, onde todos os estudos que determinam sua prevaléncia ou incidéncia de
maneira significante em abatedouros e carcagas de suinos definiram este sorotipo
como o mais encontrado (BESSA, 2006; CASTAGNA et al., 2004; BOROWSKY et al.,
2006; KICH et al., 2011; MULLER et al., 2009).

A ampla distribuicado do sorotipo Typhimurium no ambiente e a diversidade de
seus reservatorios constituem obstaculos a determinacao da origem exata da bactéria
dentro da cadeia produtiva (SWANENBURG et al., 2011). Estudos feitos por
FEDORKA-CRAY et al. (1994) caracterizaram a salmonelose por sorotipo
Typhimurium em suinos, verificando a ocorréncia de doenca debilitante em animais
primoinfectados e com possivel isolamento da bactéria em fezes e tonsilas em até trés
semanas apdés a infecgdo. Em estudos experimentais foi determinada a necessidade
de uma dose infectante de 107 UFC/g da bactéria para que haja contaminagao do
suino (KICH & CARDOSO, 2012).

Infecgdes por Salmonella Typhimurium em humanos sdo muito comuns, sendo
sua prevaléncia variavel de acordo com os paises (EFSA, 2009). Em alguns paises
supbe-se que o sorotipo seja responsavel por 20 a 30% das infeccoées em humanos,
todas originadas pelo consumo de produtos de origem suina (STEINBACH &
HARTUNG, 1999).

Salmonella Enteritidis € o segundo sorotipo mais isolado em suinos no mundo,
sendo também um dos mais estudados pela sua capacidade de infectar amplo
espectro de animais e por apresentar linhagens multirresistentes a desinfetantes e
antimicrobianos comuns (HOTOON et al., 2011). Pertence ao Grupo O: 9 (D1), o
mesmo ao qual pertence o sorotipo Gallinarum, ambos possuem estruturas muito
semelhantes com a presenga de fimbria especifica determinante na sua
patogenicidade ao hospedeiro (BORGES, 2011).

Em paises da Uniao Europeia, a prevaléncia atinge cifras superiores a 50% em
ndcleos reprodutores de suinos, por isso nestas localidades o sorotipo é de alta
relevancia e demanda estudos (EFSA, 2009). No Brasil, sua prevaléncia ndo é
determinada, mas de acordo com o isolamento em carcagas de abatedouros e em
granjas de suinos em ciclo completo o sorotipo Enteritidis esta presente na maioria
dos ensaios (BOROWSKY et al., 2006; KICH et al., 2011; MULLER et al., 2009).
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O sorotipo Enteritidis é frequentemente associado a aves de produgéo e seus
respectivos produtos, entretanto em diversos paises a sua presenca em granjas de
suinos é frequente (EFSA, 2009). Pequenos roedores sdo 0s principais reservatérios
por isso a presencga de outros animais ou outras criagdes concomitantes determina um
fator de risco evidente para a contaminacdo de suinos com este sorotipo, mas a
transmissdo geralmente ocorre por meio da ingestdo de alimentos contaminados,
sendo que a contaminacdo entre animais e humanos também pode ocorrer
(GILLESPIE et al., 2005).

O contato com as fezes de animais infectados, limpeza e desinfeccao
inadequada das instalagbes, introdugcdo de animais portadores no rebanho e
fornecimento de ragdo contaminada com Salmonella spp. sdo fatores importantes na
disseminacao do microrganismo para os suinos (HIRSH, 1990; SOBESTIANSKY et al.
1999). A utilizacao de farinhas de origem animal é apontada como principal fonte de
introducao de Salmonella spp. em rebanhos (NASCIMENTO; SILVA, 1994).

Roedores e outros animais presentes em propriedades, bem como a agua e
ambiente compode importantes fatores para a epidemiologia da infeccao dos suinos.
Embora a Salmonella spp. possa sobreviver por longos periodos no ambiente, é aceito
que os animais portadores sdo a maior fonte de infecgéo, tanto para outros animais
como para humanos (WRAY; SOJKA, 1977).

Varios tipos de portadores tém sido identificados: portadores ativos, que
excretam Salmonella spp. por meses ou anos; portadores passivos sdo animais que
ingerem Salmonella spp. mas h& pouca ou nenhuma invasdo de linfonodos
mesentéricos; portadores latentes que sdo os animais que tém Salmonella spp. em
seus tecidos, mas geralmente ndo excretam este microrganismo nas fezes. Certos
fatores de estresse podem promover a excregdo de Salmonella spp. por animais
portadores, bem como, levar a ativagcdo ou reativagdo da infeccdo nestes animais
(WRAY; SOJKA, 1997).

O transporte para abatedouros reduz a resisténcia do animal (LAZARO;
HOFER, 1997), levando-o a excretar o microrganismo (WILCOCK; SCHWARTZ,
1993). Desta forma facilita a transmissao oro-fecal de Salmonella spp. (LAZARO et al.
1997). A infeccdo durante o transporte para o frigorifico ocorre se houver insuficiente
limpeza e desinfecgdo dos caminhdes, ou quando outros suinos estdo excretando no
mesmo caminhao. Tem sido demonstrado que a proporgdo de suinos no rebanho que
excretam Salmonella spp. pode ser aumentada apdés o transporte (WILLIAMS;
NEWELL, 2001). Os suinos podem também se infectar nas baias de espera dos
frigorificos. A espera & um local onde suinos de muitas granjas, sdo reunidos,
permitindo maior oportunidade para suinos livres de Salmonella spp. entrarem em
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contato direto ou indireto com os animais excretores, resultando em infecgéo
(SWANENBURG, 2001).

A prevencado é a melhor forma de controle da Salmonella spp. (BORCH et al.
1996), proporcionando maior seguranga microbiolégica ao alimento (BLAHA, 1996),
um menor risco a saude publica, e a ampliacdo das areas de comercializacao dos
produtos de suinos (SCHWARTZ, 1996).

De acordo com a Resolucdo RDC n®. 12, a pesquisa de Salmonella spp. em
produtos carneos é feita de forma qualitativa, sendo o resultado expresso como
presenca ou auséncia do microrganismo em 25g de alimento. Segundo a legislacao
vigente a presenga desses microrganismos em 25g de alimento torna o produto
improprio para consumo humano (BRASIL, 2001).

2.5.2. Staphylococcus coagulase positiva

Os estafilococos sao cocos Gram-positivos iméveis, ndo formadores de
esporos e catalase positivos. Esses microrganismos ocorrem na forma de células
isoladas, em pares, tétrades e cadeias curtas, porém aparecem predominantemente
em grupos semelhantes a cachos de uva e sdo em sua maioria anaeroébios facultativos
polares (KONEMAN et al., 2008)

O género Staphylococcus é formado por 41 espécies e 24 subespécies
(EUZEBY, 2009). Entre as bactérias desse género, S. aureus é a mais relacionada a
casos e a surtos de intoxicagdo alimentar em razdo da sua capacidade de produzir
enterotoxinas (EE) (CENCI-GOGA et al., 2003). Vinte e duas EE ja foram descritas e
10 foram envolvidas com intoxicacao alimentar (EEA, EEB, EEC1, EEC2, EECS, EED,
EEE, EEG, EEH e EEI) (CENCI-GOGA et al., 2003). Embora a maioria dos casos e
surtos de intoxicacdo alimentar estafilocécica seja atribuida as EE classicas (EEA a
EEE) (CHEN et al.,2004), o recente avango dos métodos de diagndstico permitiu a
identificacdo de casos de intoxicagdo alimentar envolvendo EEG, EEH e EEI,
indicando que a importancia das “novas” EE pode estar sendo subestimada (CHEN et
al., 2004; CENCI-GOGA et al., 2003).

Em S. aureus, diversos genes codificadores de fatores de viruléncia estédo
presentes em elementos genéticos moveis, tais como ilhas de patogenicidade (SaPl),
profagos e plasmideos (JARRAUD et al, 2001). Dentre as quatro ilhas de
patogenicidade descritas em S. aureus, SaPI3 tem grande importancia por reunir

genes de EE em um cluster denominado enterotoxina gene cluster ou cluster egc, o
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qual agrupa os genes codificadores de EEG (seg), EEI (sei), EEIM (selm), EEIN (seln)
e EEIO (selo) (JARRAUD et al., 2001; BELKUM et al., 2006).

Esse cluster é descrito por alguns autores (JARRAUD et al., 2001; THOMAS et
al., 2006) como “berco das EE”, em que, a partir de eventos de recombinagéo
genética, poderia ser formado um novo gene codificador de um superantigeno
estafilococico capaz de causar intoxicagao alimentar. Além disso, a possibilidade de
ocorrer transferéncia horizontal de genes de EE do cluster egc entre distintas cepas de
S. aureus também pode favorecer a evolugdo da bactéria e determinar o sucesso
desse patégeno (JARRAUD et al., 2001; THOMAS et al., 2006).

Alimentos preparados com produtos de origem animal sao os mais envolvidos
em casos e/ou surtos de intoxicagdo alimentar estafilocécica (CENCI-GOGA et al.,
2003), portanto, a pesquisa de S. aureus nesses alimentos e a avaliagdo de seu
potencial em produzir enterotoxinas sdo fatores extremamente importantes na
investigacdo epidemioldgica e em analises de risco para essa doenca (LANCETTE;
BENNETT, 2001).

As toxinas estafilococicas se formam muitas vezes quando o alimento nao
sofre nenhum tipo de tratamento térmico ou se este for insuficiente, visto que o
microrganismo suporta temperaturas de 60° a 70° C (EVANGELISTA, 2000).

Em fungéo do risco a saude publica que a presencga de S. aureus em alimentos
representa, estabeleceu-se a obrigatoriedade de sua pesquisa e enumeragdo em
diversos paises, como parte da fiscalizacdo sanitaria de 6rgdaos governamentais
(SILVA et al., 2004).

Nos alimentos, o grupo dos Staphylococcus coagulase positiva sao
importantes, por duas razdes: sua presenca em alimentos pode indicar deficiéncia no
processamento e condi¢des higiénicas inadequadas, e também porque a enterotoxina,
uma vez presente no alimento, é termoresistente, sendo capaz de resistir a
tratamentos térmicos como a pasteurizagdo, podendo causar intoxicacao alimentar. A
coagulase produzida por algumas espécies de Staphylococcus € uma enzima
extracelular que coagula o plasma sanguineo e que é muito utilizada na rotina de
testes para identificagdo do microrganismo em laboratério. Por conta das semelhangas
entre as espécies de Staphylococcus, houve uma mudanca na legislagdo brasileira,
que passou a estabelecer a pesquisa e enumeragdo de Staphylococcus coagulase
positiva ao invés da enumeracao de S. aureus (SILVA et.al., 2004).

Os manipuladores séo a fonte mais importante de contaminacdo (HOLT et al.,
1994). Neste contexto, o aquecimento do alimento apds sua manipulacdo torna-se
relevante na prevencgao de toxinfecgbes (MOTTA et al., 2000)
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2.5.3. Coliformes fecais totais, termotolerantes e Escherichia coli

Os coliformes fecais indicam contaminacao de origem fecal recente do produto
(MOTTA et al., 2000), sendo que a deteccao de elevado nimero destas bactérias em
um alimento, inclusive nos processados, é interpretada como possivel presenca de
patégenos intestinais (PARDI et al., 1993). Os coliformes sdao microrganismos
indicadores de condigcbes sanitarias indesejaveis, principalmente em processamento
de alimentos. A classificagdo dos coliformes é representada ainda pelo grupo de
coliformes totais, que incluem as bactérias na forma de bastonetes Gram-negativos,
nao esporogénicos, aerdébios ou aerdbios facultativos, meséfilos, capazes de fermentar
lactose com produgcdo de gas, em 24-48h/35°C. Sua presenca indica a qualidade
higiénico-sanitaria do produto (SILVA et al.,1997). Dentre estes, encontram-se um
grupo de microrganismos amplamente estudado, os coliformes termotolerantes, que
sao indicadores de contaminacdo de origem fecal no processo de manipulacdo e
armazenamento de alimentos (FRANCO & LANDGRAF, 2006).

Os coliformes termotolerantes diferenciam-se dos totais por fermentarem a
lactose com producdo de gas a uma temperatura de 44,5°C. O principal representante
do grupo, e o indicador especifico de contaminacdo fecal, € a Escherichia coli
(TORTORA et al., 2005). Altas contagens de coliformes termotolerantes indicam falhas
higiénicas ao longo do processamento e possibilidade da presenca de microrganismos
patogénicos. Visando a seguranca dos alimentos, a contagem de coliformes
termotolerantes, tem sido utilizada para avaliar as condi¢des higiénico-sanitarias dos
alimentos (FRANCO & LANDGRAF, 2006).

Escherichia coli é uma bactéria Gram negativa da familia Enterobacteriaceae,
nao esporulada, anaerébica facultativa, fermentativa, em sua maioria mével (flagelos
peritriquios) e pertence a microbiota entérica de mamiferos e aves. Crescem em
temperaturas de 18 a 44°C sendo 37°C é a temperatura ideal (FERREIRA & KNOBL,
2009).

As linhagens patogénicas de E. coli, causadoras de infec¢des intestinais ou
extraintestinais, abrigam numerosos fatores de Vviruléncia localizados em
cromossomos, plasmideos ou DNAs de bacteriéfagos. A patogenicidade das cepas de
E. coli esta relacionada ao impacto cumulativo de um ou véarios fatores de viruléncia,
0S quais servem para diferenciar cepas patogénicas de nao patogénicas (JOHNSON,
1991). De acordo com NATARO & KAPER (1998) varias grupos patogénicos distintos
de E. coli diarreiogénicas sao reconhecidos, sendo cada grupo definido por um

conjunto de determinantes associados a viruléncia que agem para determinar os
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aspectos clinicos, patolégicos e epidemiolégicos da doenca que eles causam.
KUHNERT et al. (2000) citam que a maioria dos genes encontrados em E. coli
patogénica codificam varios fatores que determinam a viruléncia e o sorogrupo da
linhagem.

Com base nos mecanismos de viruléncia especificos das cepas patogénicas,
E.coli pode ser classificada em patotipos. Sdo eles: enteropatogénica (EPEC),
enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasora (EIEC), enterohemorragica (EHEC),
enteroagregativa (EaggEC), uropatogénica (UPEC), de meningite neonatal (NMEC);
enteropatogénica para coelhos (REDEC) e patogénica para aves (APEC) (FERREIRA
& KNOBL, 2009). E.coli produtora de toxina Shiga (STEC) é um dos patotipos mais
importantes para salde publica. Embora sua maior caracteristica seja a produgéo da
shiga toxina, ela é atribuida a algumas doencas veiculadas aos alimentos,
principalmente produtos carneos (CADONA et al., 2013). Ha também patotipos nao
causadores de diarreia, mas que causam infecgcoes extra-intestinais (ExPEC)
(RUSSO; JOHNSON, 2000).

De acordo com o patotipo, com o sorogrupo e com a presenca de genes de
viruléncia as estirpes de E.coli podem causar desde quadro leves de diarreia até
doencas septicemicas graves. Adesinas, sistema de captacdo de ferro, invasinas,
toxinas e os fatores, inibitérios do sistema imune do hospedeiro e genes de resisténcia
a antimicrobianos sao os genes mais importantes de viruléncia (VIEIRA, 2009).

Dentre as E. coli diarreiogénicas, o patotipo emergente em alimentos e de
maior relevancia é o formado pela E. coli produtora de toxina de Shiga. Essas
bactérias sao capazes de causar um amplo espectro de doengas no homem, que
variam desde uma diarreia branda até doengas severas como colite hemorragica (CH),
0s quais podem evoluir para complicagbes extra-intestinais graves, como a Sindrome
Hemolitica Urémica (SHU) e a Pdrpura Trombocitopénica Trombotica (PTT)
(NATARO; KAPER, 1998).

A técnica de PCR tem se mostrado uma ferramenta indispensavel para a
identificacdo de genes de viruléncia em isolados bacterianos, uma vez que oferece a
possibilidade de rapido diagnostico nos casos especificos de infeccbes por E. coli
(PASS et al., 2000).
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2.5.4. Principais subgrupos de E. coli diarreiogénicas

2.5.4.1. Escherichia coli enteropatogénica (EPEC)

De acordo com NATARO & KAPER (1998), a EPEC tem como principal
reservatério o homem, raramente sdo encontradas em animais, e quando presentes,
os sorotipos identificados nao correspondem aqueles de humanos. Assim como outras
E. coli diarreiogénicas a transmissao da EPEC é fecal-oral. KUHRNERT et al. (2000)
relatam que usualmente a bactéria é transmitida pela agua, alimentos contaminados e
colonizam o intestino delgado. As bactérias aderem firmemente as vilosidades das
células epiteliais intestinais e causam uma lesdo tipica, denominada lesao
“attaching/effacing” ou lesdo A/E (KAPER et al., 2004).

Os principais fatores de viruléncia das EPEC tipicas incluem a fimbria BFP (“
bundle- forming pili *); uma proteina chamada intimina; um aparelho de secreg¢éo do
tipo Il e varias proteinas secretadas. O gene eae que codifica a proteina intimina e o
gene esp que codifica a secregcdo de proteinas envolvidas na sinalizagao celular
encontram-se localizados em ilhas de patogenicidade, denominada regido LEE
(“Locus of Enterocyte Effacement”). Um grande plasmidio denominado EAF (“EPEC
Adherence Factor”) abriga o agrupamento de genes bfp (“oundle-forming pili”) e regula
a expressao de eae. BFP é um tipo de fimbria responsavel pela ligagédo da EPEC nas
células epiteliais e formagao de microcoldnias, um processo denominado de aderéncia
localizada (LA) (NATARO & KAPER, 1998; KOBAYASHI et al., 2000; ROBINS-
BROWNE & HARTLAND, 2002; TRABULSI et al., 2002; ZHANG, et al., 2002;
CLARKE et al., 2001; KAPER et al., 2004).

Para VIDOTTO et al. (2000), diagnésticos de infecgoes por EPEC realizados
por meio de métodos convencionais, tais como, os testes sorolégicos sdo restritos
quanto a sensibilidade e especificidade. Entretanto a utilizacdo de técnicas
moleculares como analise de sequéncias de DNA e a PCR (“Reacdo em Cadeia da
Polimerase”), sdo considerados métodos de alta especificidade, portanto necessarios
para uma adequada caracterizacao de linhagens de EPEC associadas a episédios de
diarréia em diferentes regides.

De acordo com KOBAYASHI et al. (2000), no Brasil a diarreia ainda € um
importante problema de saude publica e em varias partes do pais linhagens de EPEC
tem sido isoladas de criancas com baixo nivel sécio-econdmico durante episédios de

diarréia.
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2.5.4.2. Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

Segundo WOLF (1997), a diarreia causada por ETEC é muito semelhante a
célera, ambas resultam da ingestdo de grande quantidade do inéculo da bactéria que
entdo coloniza o intestino delgado e passa a produzir toxinas que causam a secrecao
de liquido para dentro da luz intestinal.

Para VICENTE et al. (2005), a viruléncia das linhagens de ETEC é devido a
habilidade da bactéria de produzir enterotoxinas e expressar adesinas de superficie
que permitem a colonizagao das células do epitélio intestinal. Os principais fatores de
viruléncia das ETEC sao as enterotoxinas LT e ST e as adesinas (ECHEVERRIA et
al., 1993). Dois diferentes grupos de enterotoxinas sado produzidas por ETEC, as
toxinas termo labeis (LT-I e LT-1l) codificadas pelos genes eltl e eltll, respectivamente,
e as toxinas termoestaveis (STa e STb) codificadas pelos genes stlA e stIB (KAPER et
al., 2004). Os genes que codificam as enterotoxinas LT e ST de ETEC estao
localizados em plasmideos (ECHEVERRIA et al.,1993).

As toxinas LT-l1 e STa sao produzidas por cepas de E. coli isoladas de seres
humanos, ja as toxinas LT-ll e STb sdo produzidas por cepas de E. coli isoladas de
animais, mas atualmente ja existem relatos do isolamento de cepas E. coli produtoras
destas toxinas em seres humanos (TRABULSI et al., 2002; KAPER, et al., 2004).

2.5.4.3. Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)

Segundo CLARKE (2001), o principal componente de viruléncia desse grupo é
a produgdo de uma toxina que tem atividade citotéxica sobre células Vero e, é
denominada Verotoxina (VT), essa toxina também é reconhecida como toxina Shiga
(Stx) ou toxina “Shiga-like" (SLT), devido sua similaridade com a toxina produzida pela
Shigella dysenteriae. A toxina Shiga foi primeiramente identificada em S. dysenteriae.
Essa proteina é codificada por um gene cromossomal que pode ser facilmente
transferido para linhagens de E. coli por intermédio de bacteri6fagos (ROBINS-
BROWNE & HARTLAND, 2002).

Dois principais grupos antigénicos distintos da toxina ocorrem e séao
identificados como Stx7 que é similar a toxina tipo | de S. dysenteriae, e a Stx2 que
apresenta 11 variantes distintas (PATON & PATON, 1998; GARCIA —ALJARO et al.,
2005). Portanto, o subgrupo da espécie que comumente & denominado E. coli
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enterohemorragica (EHEC), é também nomeado de E.coli produtora de toxina Shiga
(STEC) ou E. coli verocitotoxigénica (VETEC) (CAPRIOLI et al, 2005; GARCIA—
ALJARO et al., 2005).

Os genes stx1 e stx2, responsaveis pela producdo das toxinas Stx1 e Stx2
respectivamente, estao localizados no genoma de um bacteriéfago que se integra no
cromossomo das STEC. A presenca destes genes em fagos permite a sua
disseminagcdo entre diferentes estirpes, assim como possibilita que os genes
coexistam em uma mesma bactéria, desta forma, as STEC podem apresentar um ou
mais genes stx simultaneamente (PATON; PATON, 1998).

Embora o principal fator de viruléncia das STEC seja a produgdo de um ou
mais tipos de Stx (Stx1, Stx2 ou variantes), outros fatores associados a doencga
humana ja foram descritos (GYLES, 2007) e sao frequentemente utilizados para
caracterizar um subgrupo de STEC, formado pelas E. coli enterohemorragicas (EHEC)
(CAPRIOLI et al., 2005). Dentre as STEC, o sorotipo O157:H7 é o que apresenta
maior expressao epidemiologica. Este sorotipo foi reconhecido como patégeno em
1982, quando foi associado a dois surtos de colite hemorragica de origem alimentar
nos Estados Unidos (RILEY et al., 1983). Os surtos foram relacionados ao consumo
de hamburgueres de carne bovina (WELLS et al., 1983).

As EHEC sao encontradas nas fezes da maioria dos animais domésticos, mas
em termos de infeccdo humana o reservatério mais importante é o gado bovino
aparentemente saudavel (CLARKE, 2001; TRABULSI et al., 2002). A transmissao da
bactéria pode ocorrer pela ingestdo de alimentos contaminados, tais como, carnes,
leite ndo pasteurizado, agua, pelo contato pessoal, ou transmitida por animais
(CLARKE, 2001). A causa mais comum de infecgao tem sido a ingestao de carnes mal
passadas principalmente de origem bovina. Nos ultimos anos vem aumentando o
envolvimento de outros veiculos de transmissédo entre eles agua de recreacado e da
rede publica, vegetais, frutas e sucos fermentados (TRABULSI et al., 2002)

Outro fator de viruléncia em cepas de EHEC é a producdo de uma
enterohemolisina (EHEC-Hly ou Ehx), utilizada como marcador de patogenicidade
(BEUTIN et al., 1989). Essa enterohemolisina é codificada pelo gene hly, também
denominado por alguns autores de gene ehxA, contido em um plasmidio de
viruléncia (pEHEC) de 60-Mda. A enterohemolisina é uma proteina que atua
destruindo eritrocitos, leucocitos, células endoteliais, granulécitos, mondcitos e
linfécitos T humanos, através da formagao de pequenos poros. Apesar de haver uma
forte associagdo entre a producdo de enterohemolisina e de Stx com a colite
hemorragica e a SHU (SCHMIDT; BEUTIN; KARCH, 1995), o papel da
enterohemolisina na patogenicidade de cepas de EHEC nao esta elucidado (MAINIL;
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DAUBE, 2005; SAITOH et al., 2008). A liberagdo de hemoglobina dos eritrocitos pela
acao da enterohemolisina pode ser uma explicacdo para o papel de ehxA na
patogénese EHEC, pois o ferro da hemoglobina age estimulando a multiplicagdo do
microorganismo no hospedeiro (SAITOH et al., 2008).

O consumo de agua ou alimentos contaminados, o contato direto e indireto
com animais infectados, e a disseminacdo pessoa-pessoa constituem as principais
vias de transmissdo das STEC. Portadores humanos ja foram relatados e podem ser
fontes de contaminagdo. A dose infecciosa estimada é extremamente baixa, inferior a
100 células (CAPRIOLI et al., 2005; MAINIL; DAUBE, 2005).

E. coli O157 é considerada transitéria da flora intestinal do gado e sua
presenca nas fezes parece ser influenciada pela idade do animal e pela sazonalidade,
sendo maior nos meses quentes (CAPRIOLI et al., 2005). As cepas de STEC podem
sobreviver por longos periodos nas fezes de animais, em agua contaminada, solo e
superficies de aco inoxidavel e plastico (ERICKSON; DOYLE, 2007).

O primeiro isolamento de E. coli O157:H7 em amostras clinicas no Brasil foi
relatado por Irino et al. (2002). A cepa foi isolada em 1990 de uma paciente de 18
anos de idade que apresentou diarréia e era portadora do virus HIV. Ja o primeiro
relato de isolamento de cepa de STEC relacionada com Sindrome Hemolitica
Urémica, ocorreu em 2001, em Sao Paulo (GUTH et al., 2002).

Cerqueira et al. (1999) descreveram o primeiro isolamento de E. coli O157:H7
no Brasil, procedente de swab retal de gado, no Estado do Rio de Janeiro. Dados de
isolamento de STEC em alimentos sao extremamente limitados (BERGAMINI et al.,
2007; CERQUEIRA; TIBANA; GUTH, 1997; RODOLPHO; MARIN, 2007) e nao foram
encontrados relatos sobre a pesquisa dessas bactérias em amostras de carnes suinas
e de aves.

2.5.4.4. Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)

EAEC sao definidas como um grupo de E. coli que se adere em determinadas
linhagens celulares cultivadas in vitro , como as células Hep-2 e HeLa num padrao de
adesado denominado “ stacked-brick “ ( NATARO & KAPER, 1998).

As amostras EAEC sao genética e fenotipicamente heterogéneas devido a
algumas apresentarem as fimbrias AAF/I e/ou AAF/Il, e diversas toxinas. Dentre estas
toxinas, duas sao codificadas no mesmo “lécus” cromossémico, em fitas separadas.

Um gene codifica para uma protease que possui atividade mucolitica, chamada PiC
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(“protein involved in intestinal colonization”). A fita oposta codifica uma enterotoxina
que é conhecida como Shigella “enterotoxin” 1 (SHEt1), estando presente na maioria
das linhagens de Shigella flexineri. Uma Segunda enterotoxina descrita é a EAST-1,
codificada pelo gene astA, presente em 40% das amostras de EAEC. EAST-1 é uma
enterotoxina termoestavel homologa a STa de ETEC. Muitas cepas EAEC secretam
uma toxina chamada PET (“Plasmid-encoded toxin”), que é codificada por um
plasmidio de viruléncia. PET possui atividade enterotéxica, provocando alteragdes no
citoesqueleto e arredondamento celular pela clivagem da proteina do citoesqueleto
espectrina (KAPER et al., 2004).

A patogénese de EAEC envolve trés estagios: aderéncia na mucosa intestinal
por meio das fimbrias de aderéncia agregativa (AAF) ou outros fatores de aderéncia;
aumento da producao de muco pela bactéria formando biofilme; producao de toxinas e
processo inflamatério, resultando em les6es na mucosa intestinal (NATARO & KAPER,
1998).

Segundo TRABULSI et al. (2002), numeros crescentes de relatos
epidemiolégicos associando EAEC a doenca diarreica aguda tanto em paises
desenvolvidos quanto em desenvolvimento, demonstram que EAEC é considerada um
patégeno emergente.

2.5.4.5. Escherichia coli enteroinvasora (EIEC)

A patogénese de EIEC/Shigella compreende penetracdo nas células epiteliais
(células M), seguido de lise do vacuolo endocitico, multiplicacao intracelular,
movimento através do citoplasma e invasdo basolateral para as células adjacentes
(NATARO & KAPER, 1998).

Os genes requeridos para o mecanismo de patogenicidade estao presentes em
um plasmidio (plnv) encontrado em EIEC e em Shigella. Um tergo deste plasmideo é
composto por sequéncias de insercao (IS), as quais sdo muito importantes para a
evolucdo do plasmideo de viruléncia. Este plasmideo codifica fatores de viruléncia
como as multiplas proteinas do sistema de secrecdo do tipo lll, responsaveis por
eventos de sinalizacao, rearranjos do citoesqueleto, lise do vacuolo endocitico e outras
acbes (KAPER et al., 2004). Embora o sistema de secregéo tipo Il seja essencial para
as caracteristicas invasivas de EIEC, fatores de viruléncia adicionais, tais como, serina
protease (SepA), sistema de aquisicao de ferro e outras proteases tém sido descritas (
NATARO & KAPER, 1998)
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2.5.5. Campylobacter spp.

O género Campylobacter constitui-se de bastonetes curvos em forma de
virgula, "S" asa de gaivota ou espiral, cujas dimensdes variam entre 0,2 a 0,9 um de
largura por 0,5 a 5 um de comprimento. Sao bactérias Gram-negativas, microaerdfilas,
nao hemoliticas, ndo esporuladas e com colbnias frequentemente ndo pigmentadas.
Células em cultura mais de 48 horas tendem a assumir formas esféricas ou cocoides.
“Sao méveis por meio de flagelo em uma ou ambas as extremidades, com movimento
caracteristico em “serrote” ou saca-rolha”, que pode ser observado claramente em
microscopio de contraste de campo escuro. Apresentam metabolismo do tipo
respiratorio e nao utilizam carboidratos como fonte de carbono (VANDAMME; DE LEY,
1991; HOLT et al., 1994, CALIL et al., 2008).

O género Campylobacter é composto por 25 espécies. As espécies
patogénicas ao homem sao termofilicas, multiplicando-se bem em temperaturas mais
elevadas, de 46°C (maxima) a 30°C (minima). Entre as espécies termofilicas,
Campylobacter coli e Campylobacter jejuni, sdo responsaveis pela maioria das
infeccbes entéricas. O C. jejuni é a espécie mais comum, responsavel por 80 a 85%
dos casos, enquanto C. coli é responsavel por 10 a 15% (MOORE et al., 2005).
Entretanto, em paises em desenvolvimento, C. upsaliensis também é considerado
relevante (HUMPREY; O'BRIEN; MADSEN, 2007).

Demais fontes de transmissdo de Campylobacter spp. também devem ser
enfatizadas, como as ambientais, incluindo vegetais, insetos e agua nao clorada
contaminada por fezes de animais, onde poucos estudos tém considerado a
possibilidade de disseminagdo do microrganismo, particularmente pelos alimentos de
origem nao animal (KUMAR et al., 2001; CLARCK et al., 2003; CARVALHO et al.
2010).

O periodo de incubacdo da infeccdo por Campylobacter spp., a
campilobacteriose, sdo de dois a cinco dias, podendo chegar até dez dias. Os
sintomas variam de diarreia profusa aquosa (cholera-like) a diarreia sanguinolenta,
contendo muco e células sanguineas brancas (dysentery-like). Aproximadamente
metade dos pacientes com a infecgcao inicialmente tem febre, mal estar, mialgia e dor
abdominal, e posteriormente apresentam diarréia sanguinolenta. Estima-se que a dose
infectante seja baixa, em torno de 400 a 500 células (BUTZLER, 2004; PADUNGTON;
KANEENE, 2003).

Diversas complicagbes locais, como colecistite, pancreatite, peritonite e
hemorragia gastrointestinal maciga, decorrentes da disseminacao direta da bactéria
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pelo trato intestinal, podem ocorrer. As manifestacbes extra-intestinais sdo raras, mas
podem estar associados a meningite, endocardite, artrite séptica, osteomielite,
septicemia neonatal (ALLOS, 2001) e miopericardite (ALZAND et al., 2010).

A sequela mais importante da campilobacteriose, principalmente por C. jejuni, é
a sindrome de Guillain-Barré (GBS) (HELMS; SIMONSEN; MOLBAK, 2006;
NACKAMKIN, 2002). A GBS é uma doenga auto-imune aguda caracterizada pela
desmielizagao do sistema nervoso periférico, causando paralisia ascendente que pode
afetar os nervos periféricos e craniais (ZILBAUER et al., 2008). Na maioria dos paises
desenvolvidos, Campylobacter spp. é o principal responsavel pelas infecgdes
zoondéticas entéricas humanas (HELMS; SIMONSEN; MOLBAK, 2006).

Muitos casos de campilobacteriose (3 a 50%) sdo associados com diarreia do
vigjante e resultam do consumo de agua ou alimentos contaminados (BUTZLER,
2004). Carnes cruas ou mal cozidas, hamburgueres, linguicas e ostras ja foram
alimentos implicados em surtos por Campylobacter spp. (BUTZLER, 2004;
HORROCKS et al., 2009).

Embora os mecanismos pelos quais Campylobacter spp. causa a doenga ainda
nao sejam totalmente compreendidos, sabe-se que varios fatores de viruléncia
podem estar envolvidos, tais como: a toxina citoletal distensora (CDT), adesinas,
proteinas de invasao, capsulas, flagelos e lipooligossacarideos. A dificuldade no
esclarecimento da patogénese deve-se, principalmente, a falta de um modelo animal
adequado para a reproducdo da doenca humana (POLY; GUERRY, 2008; YOUNG;
DAVIS; DIRITA, 2007; ZILBAUER et al., 2008). O entendimento da patogénese é
também dificultado pela variabilidade genética das cepas (POLY; GUERRY, 2008).
Todos os animais, inclusive os domésticos, podem ser portadores do patégeno, mas
as aves, particularmente os frangos, constituem a maior fonte de transmissado da
infeccdo ao homem (BUTZLER, 2004). O consumo de carne de frango e derivados
inadequadamente processados é o principal fator de risco na campilobacteriose
humana (HUMPHREY; O'BRIEN; MADSEN, 2007; MOORE et al., 2005). Na maioria
dos paises, a frequéncia de Campylobacter spp. em carne de frango € de no minimo
50% (SUZUKI; YAMAMOTO, 2009), podendo chegar a 100% (HUMPHREY; O'BRIEN;
MADSEN, 2007).

Em carne bovina, a espécie prevalente é C. jejuni, enquanto na carne suina a
prevaléncia é de C. coli (HORROCKS et al., 2009). A freqiéncia do patdégeno em
carnes bovina e suina geralmente é baixa, e inferior a 10%, devido a manutencgao
prolongada das carcacas em temperatura de refrigeracao antes do processamento e a
reducdo do numero de bactérias ao longo das varias etapas do processamento
(HUMPHREY; O'BRIEN; MADSEN, 2007; MEDEIROS et al., 2008; TAREMI et al.,
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2006; WONG et al., 2007).

As informag6es sobre a ocorréncia de Campylobacter spp. em animais de corte
e alimentos de origem animal em paises em desenvolvimento ainda sao muito
limitadas (PADUNGTON; KANEENE, 2003). No Brasil, os estudos publicados referem-
se a deteccao de Campylobacter termofilicos em carne de frango, especialmente
carcacas de frango recém-abatidas (DIAS et al., 1990; PINHEIRO, 1991), cortes de
frango (AQUINO et al., 1996), carcagas de frango adquiridas diretamente de uma
planta processadora de frangos (CASTRO et al., 1997, AQUINO et al., 2002) e, em
amostras de carcacas (AUGUSTO FILHO, 2001) e cortes de frango (CARVALHO et al,
2010; CORTEZ, 2003; SAKUMA; FRANCO; FERNANDEZ,1992) comercializados no
varejo. Sao escassos os estudos referentes a deteccdo da bactéria em produtos

carneos de origem bovina e suina.

2.5.6. Listeria spp.

O género Listeria consiste em bactérias Gram-positivas, nao formadoras de
esporos, anaerdbias facultativas, em forma de bastonetes irregulares. Durante muitos
anos, o género Listeria era formado por oito espécies — L. monocytogenes, L. grayi, L.
innocua, L. ivanovii, L. murrayi, L. seeligeri, L. welshimeri, L. denitrificans. Com base
na sequéncia do RNAr 16S de L. denitrificans, esse microrganismo foi excluido do
género Listeria e transferido para o género Jonesia com a denominagcdo Jonesia
denitrificans (KONEMAN, 2008)

O meio cientifico foi alertado para o perigo da listeriose durante a década de
80, quando uma série de surtos ocorreu na América do Norte e Europa, e a Listeria
monocytogenes foi responsavel por varias formas de listeriose humana. A partir de
1988, principalmente nos paises da Europa Central, pesquisadores comegaram a
investigar a listeriose como doenga de origem alimentar (FABER; PETERKIN, 1991;
OLIVEIRA, 1993).

Das espécies de Listeria, L. monocytogenes, L. ivanovii e L. seeligeri estao
associadas com enfermidades no homem (VARNAM; EVANS, 1991). A L
monocytogenes desperta um maior interesse para saude publica (VIDON et al., 2001),
por estar envolvida em surtos de listeriose de origem alimentar em humanos. Contudo,
usualmente, a presenca de qualquer espécie do género Listeria em alimentos &€ um
indicador de condicdes precarias de higiene (PEREIRA; ROCOURT, 1993; COCOLIN
et al., 2002).
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Listeria spp. encontra-se amplamente distribuida na natureza, fato que explica
a facilidade com que é encontrada em alimentos, desde a producao até o consumo. A
pesquisa de L. monocytogenes em alimentos prontos para o consumo € de grande
importancia, pois se sabe que os alimentos envolvidos em surtos e casos esporadicos
de listeriose sdo aqueles processados industrialmente, mantidos sob refrigeragado, com
vida de prateleira longa, e que oferecem condicobes adequadas para a sua
multiplicacdo (BEUCHAT, 1996).

L. monocytogenes é uma bactéria ubiqua, com capacidade de se desenvolver
em condicoes indspitas para outros microrganismos patogénicos, que pode iniciar
multiplicacdo em temperaturas que variam de 0 a 45°C (SWAMINATHAN, 2001).

Dentre os alimentos ja envolvidos nos surtos de listeriose, tém-se leite cru e
pasteurizado, queijos, carnes bovina, suina, de aves e seus derivados, frutos do mar,
além de produtos de origem vegetal, crus ou processados, e refeicoes preparadas
(FRANCO & LANDGRAF, 1996; RYSER; DONNELLY, 2001).

A listeriose é definida como uma zoonose que pode acarretar um quadro clinico
severo com elevada taxa de letalidade. A doenca passou a receber atencao
significativa a partir dos episddios ocorridos nos Estados Unidos entre 1981 e 1985
(SCHLECH 11l et al., 1983) e a doenga é transmitida por duas vias principais: contato
com animais infectados e através da ingestdo de alimentos contaminados (BELL;
KYRIADES,1998).

Diversas formas de transmissdo do microrganismo a humanos ja foram
relatadas, mas a via alimentar parece ser a mais preocupante. Entretanto, o risco de
desenvolver uma infeccdo por L. monocytogenes, apds a ingestdo de um produto
contaminado, é baixo para a populagcdo em geral (CDC, 2013). A dose minima de
infeccdo ndo foi ainda estabelecida, mas informagbes sobre a populacdo de L.
monocytogenes em alimentos contaminados envolvidos em surtos indicam que
populacdes entre 10° e 10* Unidades Formadoras de Colonia (UFC)/g de alimento
foram responsaveis pela doenca (DUFFYT et al., 1999).

A legislagao brasileira determina a auséncia de L. monocytogenes em 25
gramas de queijo, mas para outros alimentos, como produtos carneos, ainda nao
existe um limite regulatério. Dada a frequéncia de L. monocytogenes em carnes e
produtos carneos de origem suina, a sua deteccdo deveria ser levada em
consideragao na avaliagdo do risco de transmisséo da listeriose para o ser humano, a
partir de produtos carneos (SANTOS et al., 2005). Critérios para niveis toleraveis de L.
monocytogenes em produtos carneos foram introduzidos em diversos paises

(GRAVANI, 1999). Entre estes, os Estados Unidos da América exige auséncia de L.
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monocytogenes em 25 g do alimento ("tolerancia zero"), enquanto na Europa, foram
recomendados limites quantitativos inferiores a 100 UFC/g (ANON, 1999).

2.6. Qualidade da agua na industria de alimentos

A qualidade da agua utilizada na producdo e manipulagcdo de alimentos é
constantemente negligenciada. De acordo com Hobbs e Roberts (1993), o
fornecimento de agua potavel em abundancia é necessario para a industria de
alimentos, uma vez que € importante via de transmissao de agentes patogénicos ao
ser humano, tanto pelo seu consumo direto, como pela contaminacao de alimentos e
do ambiente de preparo dos mesmos. Galbraith et al. (1987), em estudos sobre
doencas transmitidas por alimentos, realizados no Reino Unido, verificaram que 1.000
casos de doencas gastrointestinais foram causados por alimentos de origem animal
contaminados por agua poluida durante o processamento.

O controle da qualidade da agua nos estabelecimentos que manipulam
produtos carneos é de grande importancia, pois a carne e seus derivados sao
excelentes substratos para o desenvolvimento de microrganismos, inclusive os de
veiculacao hidrica.

Palumbo et al. (1999) inocularam Enterococcus spp, Staphylococcus aureus e
Listeria monocytogenes na agua utilizada em indistrias de processamento de carne e
verificaram a sobrevivéncia desses microrganismos por 21 dias, enfatizando a
importancia do controle da qualidade da 4gua na industria de alimentos.

Van Hounten et al. (1998) referem-se a um surto de doenca de origem
alimentar em Livingston, EUA, causado por alimentos contaminados pela agua durante
sua preparagado, sendo isoladas Plesiomonas shigelloides e Salmonella sorotipo
Hartford da agua e dos alimentos envolvidos. Portanto, Segundo Frazier e Westhoff
(1978), toda a agua que se coloca em contato com o alimento deve cumprir 0s
mesmos padrdes microbiolégicos da agua de consumo humano.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencao das amostras

Durante o periodo de marco de 2013 a margo de 2014 foram coletadas 100
amostras de embutidos carneos de origem suina (linguicas tipo frescal) (Figura
1). Cinquenta amostras foram produzidas artesanalmente e adquiridas de feiras livres,
supermercados e agougues localizados no Municipio de Sao Paulo e no interior do
Estado e 50 produzidas em frigorifico com Inspecdo Municipal localizado no Estado de
Sao Paulo. Durante as visitas ao frigorifico foram também coletadas oito aliquotas de
200mL de 4gua empregadas nas operagdes de producdo dos embutidos. As amostras
foram armazenadas em sacos estéreis descartaveis e transportadas ao laboratério em
caixas isotérmicas com gelo reciclavel, a temperatura de até 8°C e foram processadas
nos Laboratérios de Doencas Bacterianas da Reprodugdo e Laboratério de
Bacteriologia Geral do Instituto Biol6gico. As metodologias utilizadas para as técnicas
de isolamento de Salmonella spp., contagem de Staphylococcus coagulase positiva e
contagem de numeros mais provaveis de coliformes totais e termotolerantes foram
realizadas de acordo com a Instrugao Normativa 62, de 26/08/2003 do Ministério da

Agricultura, Pecuéria e Abastecimento.

Figura 1: Amostras de linguica suina frescal artesanal coletadas em feiras de rua,
agougues e supermercados.
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3.2. Metodologia para cultivo de Salmonella spp.

Para cada 25¢g £0,2 g da amostra de linguica foi adicionado 225 ml de solugéao
salina peptonada 1% tamponada, e para cada 100mL da agua coletada no frigorifico
foi adicionado 50mL da solucdo salina peptonada 1% tamponada dentro de sacos
plasticos estéreis. As amostras foram homogeneizadas por aproximadamente 60
segundos no Stomacher 400 Circulator (Seward) e incubadas a 36°C por um periodo
de 16 a 20 horas. A partir desse procedimento de pré-enriquecimento inocularam-se
em meios de enriquecimento seletivos aliquotas de 0,1 mL das amostras em tubos
contendo 10 mL de caldo Rappaport Vassiliadis e aliquotas de 1,0 mL em tubos
contendo 10 mL de caldo Tetrationato, As amostras foram incubadas em estufa
bacteriolégica a 36°C por 24 horas.

A partir dos caldos seletivos de enriquecimento, foi repicado sobre a superficie
de placas com cada meio sélido seletivo, estriando de forma a se obter colbnias
isoladas. Dessa forma foram obtidas duas placas de agar MacConkey (MC) Difco®,
uma originaria do caldo Rappaport Vassiliadis Difco® e outra do caldo Tetrationato
Difco® e duas placas do meio Salmonella-Shigella (SS) Difco® obtidas do mesmo
modo. As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 36C° por 24 horas.

Apds a multiplicagcao, foram selecionadas trés colbnias suspeitas por amostra,
conforme a caracteristica tipica de Salmonella spp. nos meios de cultura. No meio de
MacConkey selecionaram-se col6nias incolores (Figura 2), entre translicidas e
ligeiramente opacas, ja& no meio SS selecionaram-se colénias enegrecidas (Figura 3)
(Brasil, 2003a). Essas colénias foram ressuspendidas em 20 pl de Nuclease Free
Water para realizagdo da PCR e identificagcdo de Salmonella spp. que em casos
positivos foram diferenciadas também pela técnica de PCR em Salmonella Enteritidis,
Salmonella. Typhimurium, Salmonella Choleraesuis e Salmonella Dublin (Quadros 2,
3,4eb).
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Figura 2: Agar MacConkey (Difco®) contendo colénias bacterianas incolores (seta)
suspeitas de Salmonella spp.

Figura 3: Agar Salmonella-Shigella (Difco®) contendo colénias bacterianas
enegrecidas suspeitas de Salmonella spp.

3.3. Reacdao em Cadeia pela Polimerase (PCR) para identificacdao de
Salmonella spp., S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Dublin e S. Choleraesuis

Quadro 2: Sequéncia nucleotidica dos primers do gene Inv A de Salmonella spp.
descritos por Cortez et al. (2006)

Gene alvo Sequéncia de primers Tamanho do amplicon Espécie

InvA 5 TTGTTACGGCTATTTTGACCA 3 521pb Salmonella spp.

5 CTGACTGCTACCTTGCTGATG &
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Quadro 3: Sequéncia nucleotidica dos primers dos genes fliC e sefA de Salmonella
Enteritidis e Salmonella Typhimurium descritos por Soumet et al. (1999).

Gene
alvo Sequéncia de primers Tamanho do amplicon Espécie
Salmonella
fliC gene 5 CGGTGTTGCCCAGGTTGGTAAT 3 559pb Typhimurium
5" ACTCTTGCTGGCGGTGCGACTT &
Salmonella
sefA gene 5 AGGTTCAGGCAGCGGTTACT 3 312pb Enteritidis
5 GGGACATTTAGCGTTTCTTG &

Quadro 4: Sequéncia nucleotidica dos primers dos genes DSR1, DSR2 e DSR3 de
Salmonella Dublin descritos por Akiba et al. (2011).

Gene
alvo Sequéncia de primers Tamanho do amplicon Espécie
DSR1 5 ATCGGTGCTGGGTAATTTTG 3’ 105pb Salmonella Dublin
AGGAACGAGAGAAACTGCTT
DSR2 5 ACGCGAAATCTGATGGTCTT 3’ 203pb
5 GCCCACCAGTTGTGAAAGGC 3
DSR3 5 ATCACCCTCGCAAACTTGTC & 296pb

5 TCGGGCAATCAGGTCGCCGA 3

Quadro 5: Sequéncia nucleotidica dos primers dos genes fliC-F e fliC-R de Salmonella
Choleraesuis descritos por Chiu et al. (2005).

Gene

alvo Sequéncia de primers Tamanho do amplicon Espécie
flic-F 5 AAGGAAAAGATCATGGCACAA 3’ 900pb Salmonella
flicC-R 5 GAACCCACCATCAATAACTTTG 3’ Choleraesuis

Realizou-se a amplificagdo das amostras com a utilizagdo de 10 pL da colbnia
ressuspendida em Nuclease Free Water acrescido de 40 puL da mistura de reagentes
da PCR contendo 1,25 U tag DNA polimerase, 200 uM de cada desoxinucleotideo,
tampao (10mM Tris-HCI, pH 8,0; 50mM KCI); 2 mM MgCl, e 25 pmol de cada primer.

Nessas condi¢des foram empregados os seguintes ciclos de temperaturas para
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amplificagdo:

» Desnaturacao inicial 95°C por 10 min.;

» 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 1min. (Salmonella spp., S. Typhimurium, S.
Enteritidis e S. Choleraesuis) e 30 ciclos a 94°C por 1min. (S. Dublin);

» Hibridizagao 58°C por 1min. (Salmonella spp., S. Typhimurium, S. Enteritidis e S.
Choleraesuis) € 60°C por 1min. (S. Dublin);

» Extensao a 72°C por 1min.;

» Extensao final de 72°C por 7 min.

As cepas de S. Enteritidis ou S. Typhimurium e S. Dublin utilizadas como
controle positivo das reacbes sdo cepas da colecdo do Laboratério de Bacteriologia
Geral do Instituto Bioldgico, ja a cepa de S. Choleraesuis foi adquirida sob o numero
ATCC 7001 (Sorogrupo C), agua deionizada estéril foi utilizada como controle
negativo. Aliquotas de 10uL das amostras amplificadas foram homogeneizadas com 1
UL corante glicerinado (Blue juice — Invitrogen) e submetidas a eletroforese em gel de
agarose a 1,0%, adicionado de TBE 0,5X (0,0045 M TRIS-Borato e 1mM de EDTA ph
8,0), acrescido de 5 pl, 10 pl ou 20 pl de Gel Red (Nucleid Acid da Biotium) 10000X. O
gel foi submetido a voltagem constante de 6-7 V/cm. A visualizacdo das bandas foi
realizada em transluminador de luz ultravioleta (300-320 nm) pelo sistema de
fotodocumentagao (Camera Canon) e analisado com o software 1D Image Analysis
(Kodak Digital Science).

3.4. Metodologia para contagem de Staphylococcus coagulase positiva

Para cada 25 £ 0,2 g da amostra de linguica e 25mL da agua coletada no
frigorifico, foi adicionado 225 mL de solucdo salina peptonada 1% tamponada estéril
(esta é a diluicdo 107"). Foram efetuadas trés diluicdes (102, 10° e 10™*), onde
inéculou-se 0,1mL de cada diluicao sobre a superficie de agar Baird Parker da Difco®
e com o auxilio de uma alca Drigalski espalhou-se o inéculo sobre toda superficie de
placa, até sua completa adsorcédo. As placas foram incubadas a 36+1°C por 30 a 48
horas. Durante a leitura selecionou-se placas de 20 a 200 colénias (Figura 4), onde
foram contadas colénias tipicas (col6nias brancas brilhantes)
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Como testes complementares foram realizados prova da catalase, coloragéo de
Gram das colénias e a prova da coagulase (Figura 5) com a utilizacdo do teste
Staphyclin da Laborclin®.

O resultado final foi expresso considerando-se os dois primeiros algarismos
representativos, separados por virgula. Os algarismos subsequentes, foram
arredondados e transformados em poténcia de 10 (Brasil, 2003d).

Figura 4: Contagem de colonias tipicas de Staphylococcus spp. em meio de cultura
Agar Baird Parker (Difco®).

Figura 5: Prova da coagulase das coldnias de Staphylococcus spp. A esquerda
resultado negativo e a direita resultado positivo para prova da coagulase (teste
Staphyclin da Laborclin®)
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3.5. Metodologia para contagem dos numeros mais provaveis de
coliformes totais e termotolerantes

3.5.1. Prova presuntiva

Para cada 25g *+ 0,2 g de linguica e 25mL da agua coletada em frigorifico, foi
adicionado 225mL de solucao salina peptonada 1% tamponada estéril, sendo esta
diluicdo 10 . A partir dessa dilui¢do inicial (10 ), inéculou-se volumes de 10mL em
série de 4 tubos contendo caldo lauril sulfato de sodio (LST) da (Difco®) que foi
incubado a 36+1°C por 24 a 48 horas sendo a suspeita de coliformes totais indicada
pela formacao de gas nos tubos de Durhan.

3.5.2. Prova confirmatoria

Foram repicados 10 uL com algas tipo “loop” descartaveis de cada tubo positivo
de caldo LST obtido na prova presuntiva, para tubos contendo 10mL de caldo verde
brilhante bile 2% lactose (VB) da (Difco®) para contagem de coliformes totais e tubos
contendo 10ml de caldo EC para contagem de coliformes termotolerantes (Figura 6),
todos os tubos continham tubos de Duhran invertidos. Os tubos de VB foram
incubados a 36+1°C por 24 a 48 horas e a presenca de coliformes totais e os tubos de
EC foram incubados a 45%1°C por 24 a 48 horas € a confirmacgéo era observada pela
formacao de gas nos tubos de Duhran e anotados o0 numero de tubos positivos em
cada série de diluicdo. (Brasil, 2003b). A partir da combinacdo de numeros
correspondentes aos tubos que apresentaram resultado positivo em cada um dos
testes confirmativos, foi verificado o NUumero Mais Provavel na tabela de interpretagao
conforme (Quadro 6) (Brasil, 2003c).
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Quadro 6: NUmero mais provavel por grama ou mL, para séries de trés tubos com

inoculos de 0,1, 0,01 e 0,001 g ou mL e respectivos intervalos de confianga 95%.

Numero de Tubos Positivos NMP/g ou mL Intervalo Confianca (95%)
0,1 0,01 0,001 Inferior Superior
0 0 0 <3,0 == 8,5
0 0 1 3,0 0,15 9,6
0 1 0 3,0 0,15 11

0 1 1 6,1 1,2 18

0 2 0 6,2 1,2 18

0 3 0 9.4 3,6 38

1 0 0 3,6 0,17 18

1 0 1 252 13 18

1 0 2 11 3,6 38

1 1 0 7,4 1,3 20

1 1 1 11 3,6 38

1 2 0 11 3,6 42

1 2 1 15 4,5 42

1 ) 0 16 4,5 42

2 ] 0 9,2 14 38

2 ] 1 14 3,6 42

2 0 2 20 4,5 42

2 1 0 15 3,7 42

2 1 1 20 4,5 42

2 1 2 27 8,7 94

2 2 0 21 4,5 42

a 2 1 28 8,7 94

2 2 2 35 8,7 94

2 3 0 29 8,7 94

2 3 i 36 8,7 )

3 0 0 23 4.6 94

3 0 1 38 8,7 110
3 0 2 54 17 180
3 1 0 43 9 180
3 1 1 75 17 200
3 1 2 120 37 420
3 1 3 160 40 420
3 % 0 93 18 420
3 2 1 150 37 420
3 2 2 210 40 430
3 2 3 290 0 1000
3 3 0 240 42 1000
3 3 1 460 a0 2000
3 3 2 1100 180 4100
3 3 3 =1100 420




40

Figura 6: Da esquerda para direita, tubos de ensaio contendo 10mL dos meios
liquidos LST, VB e EC (Difco®). A esquerda alga tipo “loop” descartavel.

3.6. Metodologia para cultivo de Escherichia coli

Foram repicados 10uL com algas tipo “loop” descartaveis de cada tubo positivo
de caldo EC, para placas contendo agar EMB-Levine da (Difco®) e incubado a 37°C
por 24 a 48 horas. Apés a multiplicagdo, foram selecionadas colbnias suspeitas
conforme a caracteristica tipica de E. coli nesse meio de cultura apresentado
coloracao verde metalico (Figura 7). As colbnias foram ressuspendidas em 20 pL de
Nuclease Free Water para deteccao dos genes six1, stx2, eae, bfpA, aggR, elt, esth,
estp, invE e astA por meio da técnica de PCR (Quadros 7 e 8).

Figura 7: Meio de cultura Agar EMB-Levine (Difco®) contendo colénias bacterianas de
Escherichia coli apresentando coloragao verde metalico.
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3.7. Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) para deteccao dos
diferentes genes de Escherichia coli

Quadro 7: Sequéncia nucleotidica dos primers para deteccdo dos genes six1, stx2,
eae, bipA, aggR, elt, esth, estp, invE e astA de Escherichia coli descritos Miyuki et al.
(2013).

Gene alvo Sequéncia de primers Tamanho do amplicon

stx1 5 AGTTAATGTGGTGGCGAAGG 3’ 347pb
5 CACCAGACAATGTAACGC 3

stx2 5 TTCGGTATCCTATTCCCGG 3’ 589pb
5 CGTCATCGTATACACAGGAC 3

eae 5 CCCGAATTCGGCACAAGCATAAGC 3’ 881pb
5 CCCGGATCCGTCTGCGCAGTATTCG 3

bfpA 5 AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC & 324pb
5 GCCGCTTTATCCAACCTGGTA 3

aggR 5" GTATACACAAAAGAAGGAAGC 3 254pb
5 ACAGAATCGTACACCATCAGC &

elt 5 AACGTTCCGGAGGTCTTTATG 3 511pb
5 CAACCTTGTGGTGCATGATG 3

esth 5 TTCACCTTTCCCTCAGGATG 3’ 172pb
5 ACTGAATCACTTGACTCTTTCA 3

estp 5 ACTGAATCACTTGACTTCTTCA 3 120pb
5 TCACAGCAGTAAAATGTGTTGT 3’

invE 5" GCAGGAGCACATCTTGAAG 3’ 208pb
5" GAAAGGCACGAGTGACTTTC 3

astA 5" CCATCAACACAGTATATCCG & 101pb
5" ACGGCTTTGTAGTCCTTCA Z

Realizou-se a amplificagcdo das amostras com a utilizagido de 7 pL da colénia
ressuspendida em Water Nuclease Free acrescido de 43 uL da mistura de reagentes
da PCR contendo 1,25 U tag DNA polimerase, 200 uM de cada desoxinucleotideo,
tampao (10mM Tris-HCI, pH 8,0; 50mM KCI); 2 mM MgCl, e 25 pmol de cada primer.
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Nessas condi¢des foram empregados os seguintes ciclos de temperaturas para
amplificagao:

» Desnaturacao inicial 95°C por 10 min.;

» 35 ciclos de desnaturagao a 94°C por 1min.;
» Hibridizagao 53°C por 1 min.;

» Extensdo a 72°C por 1min.;

» Extensao final de 72°C por 10min.

As cepas de E. coli utilizadas como controle positivo das reagdes foram
adquiridas do laboratério de Bacteriologia Geral do Instituto Butantad. As amostras
protétipos sdo EAEC — 042 (O44:H18), DAEC — C1845, EGEC — EDL933 (0157:H7),
ETEC - H10407 (O78:H11), EPEC tipica — E2348/69 (0O127:H6), EPEC atipica
(sorogrupo 0O55:H7) e EIEC (sorogrupo O143), agua deionizada estéril foi utilizado
como controle negativo. Aliquotas de 10uL das amostras amplificadas foram
homogeneizadas com 1L corante glicerinado (Blue juice — Invitrogen) e submetidas a
eletroforese em gel de agarose a 1,5%, adicionado de TBE 0,5X (0,0045 M TRIS-
Borato e 1mM de EDTA ph 8,0), acrescido de 5 pl, 10 pl ou 20 pl de Gel Red (Nucleid
Acid da Biotium) 10000X. O gel foi submetido a voltagem constante de 6-7 V/cm. A
visualizacdo das bandas foi realizada em transluminador de luz ultravioleta (300-320
nm) pelo sistema de fotodocumentagdo (Camera Canon) e analisado com o software
1D Image Analysis (Kodak Digital Science).

Quadro 8: Principais patotipos diarreiogénicas de E. coli segundo Miyuki, et al. (2013).

Patotipos Genes
STEC Produtora de Shiga toxina stx1, stx2 e eae
EPEC Enteropatogénica eae e bfpA
EPEC Atipica eae
ETEC Enterotoxigénica estp e astA ou

esth, elt e astA

EIEC Enteroinvasiva inVE

EAggEC Enteroagregativa aggR e astA
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3.8. Metodologia para cultivo e identificacao de Campylobacter spp.

Para cada 25g +0,2 g de cada amostra de linguiga, foram adicionados 100mL
de caldo BHI (Caldo Infusdo Cérebro Coracéo) dentro de bolsas plasticas estéreis
(Nasco), e submetidas a homogeneizacao por até quatro minutos em homogeneizador
mecanico (Stomacher 80-Lab System). O homogenato obtido foi submetido a duas
centrifugacdes sucessivas, 50mL do homogenato centrifugado a 3.000x g por 15
minutos (Super T21- Sorval), e 3mL do sobrenadante a 14.000 x g por 15 minutos
(CASTRO et al., 1997; CARVALHO et al., 2010), sendo que a segunda centrifugacao
objetiva a concentracdo do agente. Apds a segunda centrifugagdo, 2 mL do
sobrenadante mais o “pellet”, foram filtrados em membrana de éster de celulose
(Millipore) com poros de 0,65 um, utilizando-se suporte plastico (swinex - Millipore) e
seringas estéreis, sendo que 100pL do filtrado foi semeado em meio de Agar Brucella
da Difco® acrescido de 5% de sangue desfibrinado de carneiro (ABS), e 100 uL (sem
filtragdo) em meio seletivo (ABS-ATB) da Difco®, constituido por Agar Brucella Sangue
e suplementado com mistura antibiética (DUFTY, 1967), composta por Polimixina B
(1.000 UIL), Cicloheximide (20 mg/L), Novobiocina (5mg/L) e Bacitracina (15.000
UI/L). As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica por 48-72 horas, a 37°C
sob atmosfera de microaerofilia (10% O, + 5% de CO,) (Figura 8). Ap6s o periodo de
incubacdo, as colénias suspeitas foram identificadas por métodos presuntivos:
coloracao de Gram, observacdo de mobilidade em microscépio de campo escuro e
teste de oxidase; e, uma vez caracterizado o género Campylobacter, determinou-se as
espécies e as subespécies pelas provas bioquimicas: catalase, formagédo de H,S em
TSI (meio de Triplice Agucar Ferro), hidrolise do hipurato, tolerancia as temperaturas
de 25°C e 42°C, susceptibilidade ao &cido nalidixico (30 ug) e a cefalotina (30 ug)
(SKIRROW et al, 1980; HOLT et. al.,1994; CARVALHO et al., 2010).

As amostras de agua coletadas nos frigorificos foram centrifugadas visando a
concentragao do agente, 50mL foram centrifugados a 3.000 RPM (Super T21- Sorval)
por 15 minutos e trés mL do sobrenadante foram centrifugados a 14.000 RPM (5415C-
Eppendorff) por 15 minutos. O “pellet” de cada amostra obtido foi processado como
descrito anteriormente, para as amostras de linguica (CASTRO et al., 1997; OIE,
2008).
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Figura 8: A esquerda filtragem do pellet em membrana de éster de celulose com poro
de 0,65 um e inoculagdo em meio de Agar Brucella (Difco®). A direita inoculacao da
amostra nao filtrada em meio de cultura ABS-ATB (Difco®).

3.9. Extracao de DNA para pesquisa de Campylobacter coli,
Campylobacter jejuni e Listeria monocytogenes

Além do cultivo microbiolégico para detecgcdo de Campylobacter spp. também
realizou-se a extragdo de DNA dos macerados iniciais das amostras para realizagao
do PCR para deteccdo do Listeria monocytogenes (Quadro 9) e também para
deteccao de C. jejunie C. coli (Quadro 10).

Suspensdes de 1,5ml das amostras de linguicas maceradas e diluidas em 225
solucao salina 0,85% estéril foram extraidas utilizando o protocolo de extragdo de DNA
pelo reagente comercial DNAzol (Invitrogen ®) adaptado de Chomczynski (1993):

» Centrifugou-se a 2000rpm/ 5min. 1,5mL da amostra clinica.

» Tranferiu-se 500l do sobrenadante para novos tubos.

» Centrifugou-se a 13.000rpm/ 20min.

» O sobrenadante foi descartado e ressuspendeu-se o pellet em 100uL de TE.
» Foi adicionado 1 mL de DNAzol.

» A amostra foi homogeneizada por inversdo e centrifugada a 10.000rpm/10 min.
» Descartou-se 0 sobrenadante.

» Foi adicionado ao pellet 500uL de etanol puro.

» Homogeneizou-se por inverséo, até formar grumos brancos.

» Centrifugou-se a 4.000rpm/ 2min.

» O sobrenadante foi descartado por inversao.

» Adicionou-se ao pellet 850uL de etanol 75%.

» Centrifugou-se a 4.000 rpm/ 2min.

» O etanol foi retirado com a pipeta e aguardou-se 20 segundos para evaporar.
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» Ressuspender o pellet em 100uL de NaOH 8 mM.
» Adicionar 40uL de solugcdo Hepes 0,1M para ajustar a solugdo de DNA para pH

neutro.

3.10. Reacao em Cadeia pela Polimerase (PCR) para identificacao de
Listeria monocytogenes

Quadro 9: Sequéncia nucleotidica dos primers para o gene da Listeriolisina para
deteccao de Listeria monocytogenes descritos por Blais et al. (1995).

Gene alvo Sequéncia de primers Tamanho do amplicon Espécie
Listeriolisina 5 CATTAGTGGAAAGATGGAATG 3’ 730pb Listeria
5 GTATCCTCCAGAGTGATCGA & monocytogenes

Realizou-se a amplificacdo das amostras com a utilizacdo de 10 uL do DNA
extraido acrescido de 40 uL da mistura de reagentes da PCR contendo 1,25 U taq
DNA polimerase, 200 uM de cada desoxinucleotideo, tampao (10mM Tris-HCI, pH 8,0;
50mM KCI); 2 mM MgCl, e 25 pmol de cada primer.

Nessas condigdes foram empregados os seguintes ciclos de temperaturas para

amplificagao:

» Desnaturacao inicial 94°C por 5 min.;

» 30 ciclos de desnaturagao a 94°C por 1min.;
» Hibridizagao 55°C por 1 min.;

» Extensao a 72°C por 1min.;

» Extensao final de 72°C por 10min.

A cepa de Listeria monocytogenes utilizada como controle positivo foi adquirida
sob o niumero ATCC 13932 (sorotipo 4b), agua deionizada estéril foi utilizado como
controle negativo. Aliquotas de 10uL das amostras amplificadas foram
homogeneizadas com 1L corante glicerinado (Blue juice — Invitrogen) e submetidas a
eletroforese em gel de agarose a 1%, adicionado de TBE 0,5X (0,0045 M TRIS-Borato
e TmM de EDTA ph 8,0), acrescido de 5 ul, 10 pl ou 20 ul de Gel Red (Nucleid Acid da
Biotium) 10000X. O gel foi submetido a voltagem constante de 6-7 V/icm. A
visualizacdo das bandas foi realizada em transluminador de luz ultravioleta (300-320
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nm) pelo sistema de fotodocumentacado (Camera Canon) e analisado com o software
1D Image Analysis (Kodak Digital Science).

3.11. Reacao em Cadeia pela Polimerase (PCR) para identificacao de
Campylobacter jejuni e Campylobacter coli

Quadro 10: Sequéncia nucleotidica dos primers dos genes HIP400F, HIP1134R,
CC18F e CC519R de C. jejunie C. coli descritos por Linton et al. (1997).

Gene alvo Sequéncia de primers Tamanho do amplicon Espécie

HIP400F 5-GAAGAGGGTTTGGGTGGTG-3’ 735pb C. jejuni
HIP1134R 5 AGCTAGCTTCGCATAATAACTTG-3

CC18F 5-GGTATGATTTCTACAAAGCGAG-3' 500pb C. coli
CC519R  5-ATAAAAGACTATCGTCGCGTG-3'

Realizou-se a amplificagdo das amostras com a utilizagdo de 10 uL do DNA
extraido acrescido de 40 uL da mistura de reagentes da PCR contendo 1,25 U taq
DNA polimerase, 200 uM de cada desoxinucleotideo, tampao (10mM Tris-HCI, pH 8,0;
50mM KCl); 2 mM MgCl, e 25 pmol de cada primer.

Nessas condi¢des foram empregados os seguintes ciclos de temperaturas para
amplificagdo:

» Desnaturagéo inicial 94°C por 5 min;

» 25 ciclos de desnaturagao a 94°C por 1min;
» Hibridizagédo 66°C por 1 min;

» Extensao a 72°C por 1min;

» Extensao final de 72°C por 10min.

As cepas utilizadas como controle positivo das reagdes foram adquiridas sob
os numeros ATCC 33291 (C. jejuni) e 43478 (C. coli), agua deionizada estéril foi
utilizada como controle negativo. Aliquotas de 10uL das amostras amplificadas foram
homogeneizadas com 1L corante glicerinado (Blue juice — Invitrogen) e submetidas a
eletroforese em gel de agarose a 1%, adicionado de TBE 0,5X (0,0045 M TRIS-Borato
e 1TmM de EDTA ph 8,0), acrescido de 5 pl, 10 pl ou 20 ul de Gel Red (Nucleid Acid da
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Biotium) 10000X. O gel foi submetido a voltagem constante de 6-7 V/cm. A
visualizagcao das bandas foi realizada em transluminador de luz ultravioleta (300-320
nm) pelo sistema de fotodocumentacdo (Camera Canon) e analisado com o software
1D Image Analysis (Kodak Digital Science).

3.12. Interpretacao dos resultados

As amostras foram analisadas de acordo com as caracteristicas do alimento,
conforme a Resolucdo RDC n° 12 de 2001 da ANVISA (Quadro 11) (BRASIL, 2001) e
OIE (2008).

Quadro 11: Interpretagao para fim de aplicacio de plano de amostragem

Grupo de Tolerancia para Tolerancia para amostra
Alimentos Microrganismo amostra indicativa representativa
nijc|m M
Coliformes a
45°C/g 5X10%| 5| 3 5X10? 5X108
Embutidos
frescais (linguicas Staph. coag. pos./g 5X103| 5| 2 103 5x108
cruas e similares
Salmonella sp./25g Ausente | 5| 0 Ausente

m: é o limite que, em um plano de trés classes, separa o lote aceitavel do produto ou
lote com qualidade intermediaria aceitavel.

M: é o limite que, em plano de duas classes, separa o produto aceitavel do inaceitavel.
Em um plano de trés classes, M separa o lote com qualidade intermediaria aceitavel
do lote inaceitavel. Valores acima de M sao inaceitaveis

n: é o numero de unidades a serem colhidas aleatoriamente de um mesmo lote e
analisadas individualmente. Nos casos nos quais o0 padrao estabelecido é auséncia
em 25¢g, como para Salmonella sp e Listeria monocytogenes e outros patdgenos, é
possivel a mistura das aliquotas retiradas de cada unidade amostral, respeitando-se a
proporgao p/v (uma parte em peso da amostra, para 10 partes em volume do meio de
cultura em caldo).
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c: € 0 numero maximo aceitavel de unidades de amostras com contagens entre 0s
limites de m e M (plano de trés classes). Nos casos em que o padrao microbioldgico
seja expresso por "auséncia”, ¢ é igual a zero, aplica-se o plano de duas classes.

A presenga de Campylobacter spp. em 25g do alimento torna o produto
impréprio para consumo humano (BRASIL, 2011).

3.13. Analise estatistica

Para a comparagao entre as amostras fiscalizadas e artesanais, com relagao a
proporgao de amostras impréprias foi utilizado o teste de qui-quadrado ou teste exato
de Fisher (ZAR, 1999), com nivel de significancia de 5%. O programa estatistico
utilizado nas andlises foi o BioEstat 5.03.
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4. RESULTADOS

4.1. Cultivo de Salmonella spp. e deteccao de Salmonella spp., S.
Typhimurium, S. Enteritidis, S. Choleraesuis e S. Dublin pela técnica de Reacao
em Cadeia pela Polimerase (PCR)

Das 50 amostras de linguicas suinas frescais produzidas de forma artesanal
constatou-se através do cultivo microbiolégico e PCR a presenca de Salmonella spp.
em 6/50 (12%) amostras (Figura 9), sendo que 3/50 (6%) foram identificadas pela PCR
como Salmonella Typhimurium, 1/50 (2%) (Figura 10) como Salmonella Choleraesuis
e 2/50 (4%) (Figura 11) somente como Salmonella spp. Nenhuma das amostras de
Salmonella spp. foi positiva para Salmonella Enteritidis e Salmonella Dublin (Figura
12).

Das 50 amostras de linguigas suinas produzidas sob inspegéo, também foram
obtidas amostras positivas, totalizando 3/50 (6%) detectadas como Salmonella spp.,
Dentre estas, apenas 1/50 (2%) foi classificada como Salmonella Typhimurium e as
outras 2/50 (4%) foram identificadas somente como Salmonella spp. Nenhuma das
amostras foi positiva para Salmonella Enteritidis, Salmonella Dublin e Salmonella
Choleraesuis (Tabelas 1, 2, 3 e 4).

M A1 A2 A3 A4 A5 A6 F1 F2 F3 C+ C-

o

) ) ) — — \— \— \— 521pb

Figura 9: Resultados obtidos pela amplificacdo por PCR para deteccao de Salmonella
spp. M: Marcador de peso molecular (100 pb DNA Ladder — Invitrogen); A: Amostras
artesanais; F: Amostras fiscalizadas; C+: Controle positivo de Salmonella spp.; C-
:Controle negativo; pb: pares de bases.
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) & & A=

A3 A4 A5 A6 F1 F2 F3C+1C+2C-

559pb
312pb

Figura 10: Resultados obtidos pela amplificacdo do multiplex PCR para deteccao de
Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis. M: Marcador de peso molecular (100
pb DNA Ladder — Invitrogen); A: Amostras artesanais; F: Amostras fiscalizadas; C+1:
Controle positivo de S. Typhimurium; C+2: Controle positivo de S. Enteritidis C-
:Controle negativo; pb: pares de bases.

M A1 A2 A3 A4 A5 A6 F1 F2 F3 C+ C-

900pb

Figura 11: Resultados obtidos pela amplificacdo por PCR para detecgdo de
Salmonella Choleraesuis. M: Marcador de peso molecular (100 pb DNA Ladder —
Invitrogen); A: Amostras artesanais; F: Amostras fiscalizadas; C+: Controle positivo de
S. Choleraesuis; C-:Controle negativo; pb: pares de bases.
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M A1 A2 A3 A4 A5 A6 F1 F2 F3 C+ C-

293pb
203pb
105pb

Figura 12: Resultados obtidos pela amplificacdo por PCR para detecgdo de
Salmonella Dublin.M: Marcador de peso molecular (100 pb DNA Ladder — Invitrogen);
A: Amostras artesanais; F: Amostras fiscalizadas; C+: Controle positivo de S. Dublin.;

C-:Controle negativo; pb: pares de bases.

Tabela 1: Porcentagem de amostras de linguiga suina frescal artesanais
contaminadas com Salmonella spp. impréprias para consumo. Sao Paulo, 2015.

Salmonella spp.
Total de amostras 50 100%
Negativo 44 88%
Positivo 6 12%

Tabela 2: Porcentagem de amostras de linguiga suina frescal fiscalizadas
contaminadas com Salmonella spp. impréprias para consumo. Sao Paulo, 2015.

Salmonella spp.
Total de amostras 50 100%
Negativo 47 94%

Positivo 3 6%
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Tabela 3: Porcentagem de amostras de linguica suina frescal artesanais
contaminadas com Salmonella spp., S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Choleraesuis e
S. Dublin improprias para consumo. Sao Paulo, 2015.

PCR Salmonella

Total de amostras 50 100%
S. Typhimurium 3 6%
S. Enteritidis 0 0%

S. Choleraesuis 1 2%
S. Dublin 0 0%
Salmonella spp. 2 4%

Tabela 4: Porcentagem de amostras de linguica suina frescal fiscalizadas
contaminadas com Salmonella spp., S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Choleraesuis e
S. Dublin improprias para consumo. Sao Paulo, 2015.

PCR Salmonella

Total de amostras 50 100%
S. Typhimurium 1 2%
S. Enteritidis 0 0%

S. Choleraesuis 0 0%
S. Dublin 0 0%
Salmonella spp. 2 4%

4.2. Contagem de Staphylococcus coagulase positiva UFC/g.

Das 50 amostras de linguicas suinas frescas analisadas produzidas de forma
artesanal, 29/50 (58%) estdo fora dos padrdes estabelecidos pela ANVISA (5X10°
UFC/g), e 21/50 (42%) apresentaram contagem de UFC/g dentro dos padrdes
estabelecidos. Ja as amostras produzidas sob fiscalizacdo 50/50 (100%)
apresentaram valores abaixo de 5X103 UFC/g sendo, portanto, consideradas préprias

para consumo (Tabelas 5 e 6).
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Tabela 5: Porcentagem de amostras de linguiga suina frescal artesanais apresentando
contagem de Staphylococcus coagulase positiva acima dos valores aceitaveis para
consumo. Sao Paulo, 2015.

Staphylococcus coagulase +

Total de amostras 50 100%
Aceitaveis 21 42%
Nao aceitaveis 29 58%

Tabela 6: Porcentagem de amostras de linguica suina frescal fiscalizadas
apresentando contagem de Staphylococcus coagulase positiva acima dos valores
aceitaveis para consumo. Sao Paulo, 2015.

Staphylococcus coagulase +

Total de amostras 50 100%
Aceitaveis 50 100%
Nao aceitaveis 0 0%

4.3. Contagem dos NMP de coliformes fecais totais e termotolerantes

Na contagem dos ndmeros mais provaveis de coliformes totais e
termotolerantes, constatou-se que nas 50 amostras de linguicas suinas artesanais
analisadas, 38/50 (76%) apresentaram contagens acima dos valores permitidos pela
legislagao vigente (5x103) sendo consideradas nao aceitaveis para consumo, enquanto
que apenas 12/50 (24%) apresentaram valores dentro dos limites aceitaveis.

Os resultados das 50 amostras de linguigas produzidas sob fiscalizagdo, 38/50
(76%) apresentaram resultados aceitaveis e de 12/50 (24%) resultados acima dos
valores limites aceitaveis para consumo (5x108) (Tabelas 7 e 8).
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Tabela 7: Porcentagem de amostras de lingui¢a suina frescal artesanais apresentando
contagem de NMP de coliformes fecais totais e termotolerantes acima dos valores
aceitaveis para consumo. Sao Paulo, 2015.

NMP Coliformes fecais totais e termotolerantes

Total de amostras 50 100%
Aceitaveis 12 24%
Nao aceitaveis 38 76%

Tabela 8: Porcentagem de amostras de linguica suina frescal fiscalizadas
apresentando contagem de NMP de coliformes fecais totais e termotolerantes acima
dos valores aceitaveis para consumo. Sao Paulo, 2015.

NMP Coliformes fecais totais e termotolerantes

Total de amostras 50 100%
Aceitaveis 38 76%
Nao aceitaveis 12 24%

4.4. Deteccao dos genes six1, stx2, eae, bfpA, aggR, elt, esth, estp, invE,
astA nos isolados de Escherichia coli pela Reacao em Cadeia pela Polimerase
(PCR).

Do total das 100 amostras de linguicas analisadas, isolaram-se cepas de E. coli
em 39/100 (39%), sendo 24/50 (48%) cepas isoladas das amostras artesanais e 15/50
(30%) isoladas das amostras fiscalizadas. Detectou-se 1/15 (6,6%) cepa de E. coli
enteropatogénica pertencente ao sorogrupo EPEC em uma das amostras de linguica
fiscalizada. Nao foram detectadas cepas de E. coli patogénicas nas amostras de
linguicas artesanais analisadas (Tabela 9) e (Figuras 13 e 14).
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Tabela 9: Resultados das amostras positivas para o isolamento de E. coli e detecgéo
dos genes stx1, stx2, eae, bfpA, aggR, elt, esth, estp, invE e astA. Sao Paulo, 2015.

Total de Cul_ti_vo Gene Gene Gene Gene Gene Gene Gene Gene Gene Gene
positivo Amostras :

Amostras E. coli stx1 sitx2 eae bfpA aggR elt esth esip inVE astA
F5 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg

F23 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg

F27 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg

F33 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg

F37 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg

F38 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg

50 15 F39 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg

F43 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
F44 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
F45 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
F46 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
F47 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos
F48 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
F49 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos
F50 Neg Neg Pos Pos Neg Neg Neg Neg Neg Neg

Fiscalizadas amostras

A1 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos
A2 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos
A8 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos
A11 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
A13 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
A15 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
A16 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
A17 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
A19 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
A20 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
A21 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
50 24 A22 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
Artesanais amostras  A23 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos
A25 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos
A27 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
A29 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos
A30 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos
A31 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
A36 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
A41 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
Ad4 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos
A45 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
A47 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos
A48 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg

F: Fiscalizadas; A: Artesanais; Neg: Negativo; Pos: Positivo
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M A1 A2 A3 A11 A13 A15 A16 A17 A19 A20 A21 A22 A23 A25 A27 A29 A30

M A31 A36 A42 A44 A45 A47 A48 F5 F23 F27 F33 C+1C+2 C+3 C+4 C+5C+6

881pb
589pb
511pb
347pb
324pb
254pb
208pb
172pb
120pb
101pb

Figura 13: Resultados obtidos pela amplificacdo por PCR para deteccdo dos genes
six1, stx2, eae, bfpA, aggR, elt, esth, estp, invE e astA das cepas de Escherichia coli.
M: Marcador de peso molecular (100 pb DNA Ladder — Invitrogen); A: Amostras
artesanais; F: Amostras fiscalizadas; C+1: STEC; C+2: EPEC atipica; C+3: EIEC;
C+4: ETEC; C+5: EAEC; C+6: EPEC; pb: pares de bases.
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M F37 F38 F39 F43 F44 F45 F46 F47 F48 F49 F50 C+1C+2 C+3C+4 C+5 C+6

e J

881pb
589pb
511pb
347pb
324pb
254pb
208pb
172pb
120pb
101pb

Figura 14: Resultados obtidos pela amplificagdo por PCR para detec¢éo dos genes
stx1, stx2, eae, bipA, aggR, elt, esth, estp, invE e astA das cepas de Escherichia coli.
M: Marcador de peso molecular (100 po DNA Ladder — Invitrogen); A: Amostras
artesanais; F: Amostras fiscalizadas; C+1: STEC; C+2: EPEC atipica; C+3: EIEC;
C+4: ETEC; C+5: EAEC; C+6: EPEC; pb: pares de bases.

4.5. Deteccao de Campylobacter spp. pela técnica de cultivo e C. jejuni e
C. coli pela técnica de Reacao em Cadeia pela Polimerase (PCR)

Com relagao a técnica de isolamento e PCR empregadas nao foi observada a

presenca de Campylobacter spp. em nenhuma das 100 amostras, ou seja, constatou-
se Campylobacter spp. em 0/100 (0%) das amostras analisadas (Figura 15).

M A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 A11 A12 A13 C+1C+2 C-

735pb

500pb

Figura 15: Resultados obtidos pela amplificacdo por PCR para detecgdo de
Campylobacter jejuni e Campylobacter coli. M: Marcador de peso molecular (100 pb
DNA Ladder — Invitrogen); A: Amostras artesanais; C+1: Controle positivo de C. jejuni;
C+2: Controle positivo de C. coli; C-: Controle negativo; pb: pares de bases.
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4.6. Deteccao de Listeria monocytogenes pela técnica de Reacao em
Cadeia pela Polimerase (PCR)

Os resultados obtidos da extragdo de DNA e PCR para Listeria monocytogenes
também foi de 0/100 (0%) das amostras analisadas (Figura 16).

M A1 A2 A3 A4 A5A6 A7 A8 A9 C+ C-

730pb

Figura 16: Resultados obtidos pela amplificacdo por PCR para deteccao de Listeria
monocytogenes. M: Marcador de peso molecular (100 pb DNA Ladder — Invitrogen);
A: Amostras artesanais; C+: Controle positivo de Listeria monocytogenes; C-:Controle
negativo; pb: pares de bases.

4.7. Analise microbiologica das aguas de processamento das linguicas
produzidas sob fiscalizacao

As oito amostras das aguas de processamento utilizadas na produgao das
linguicas produzidas sob fiscalizagdo apresentaram resultados negativos para
presenca de coliformes fecais, Staphylococcus spp., Campylobacter spp., Salmonella
spp. e Listeria spp. Porém durante as andlises constatou-se a presenca de
Pseudomonas aeruginosa em uma das amostras. Verificou-se a presenga desse
microrganismo em agar MacConckey utilizado no protocolo para pesquisa de
Salmonella spp. O género e espécie foram identificados por meio de coloragdo de
Gram e provas bioquimicas como catalase, oxidase, TSI, citrato, lisina, hidrélise de
gelatina, redugao de nitrato a nitrito, manitol e uréia.
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4.8. Analise estatistica

4.8.1. Salmonelia spp.

Proporcdo de amostras impréprias entre as amostras fiscalizadas: 3/50 (6%).
Proporcao de amostras improéprias entre as amostras artesanais: 6/50 (12%). Valor de
P:=0,487.

Interpretacdo: nao houve diferenca significativa nas proporcdes de amostras

positivas fiscalizadas e artesanais.

4.8.2. Staphylococcus coagulase positiva

Proporcdo de amostras improprias entre as amostras fiscalizadas: 0/50 (0%).
Proporcao de amostras impréprias entre as amostras artesanais: 29/50 (58%). Valor
de P: < 0,0001.

Interpretacdo: houve diferenca significativa nas proporgées de amostras

improprias fiscalizadas e artesanais.

4.8.3. Coliformes fecais totais e termotolerantes

Proporgéao de amostras improprias entre as amostras fiscalizadas: 12/50 (24%).
Proporcao de amostras impréprias entre as amostras artesanais: 38/50 (76%). Valor
de P: < 0,0001.

Interpretacdo: houve diferenga significativa nas propor¢gées de amostras

improprias fiscalizadas e artesanais.
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5. DISCUSSAO

Durante os ultimos anos tem sido registrado grande aumento no nimero de
pessoas acometidas por toxinfecgbes alimentares, levando ao desenvolvimento de
novas estratégias para prevenir e controlar os microrganismos envolvidos. Nesse
contexto, as analises microbioldgicas ainda constituem uma importante ferramenta no
controle da contaminacao dos alimentos (ANDERSEN et al., 2007). Na Dinamarca, a
prevaléncia de microrganismos patogénicos transmitidos por alimentos tem sido
monitorada e programas de controle e vigilancia tém sido implementados sempre que
elevados indices de isolamento sejam detectados (HALD et al., 2004)

Nos ultimos anos, o numero de surtos causados por Salmonella spp. tem
aumentado consideravelmente em todo mundo, tanto em paises em desenvolvimento
como nos paises desenvolvidos. Atualmente a Salmonella spp. € o agente etiol6gico
mais comumente envolvido em casos e surtos de enfermidades transmitidas por
alimentos em inimeros paises, inclusive no Brasil. (GEIMBA, et al., 2004; GERNER-
SMIDT; WHICHARD, 2007; BRASIL, 2008; GREIG; RAVEL, 2009)

No presente estudo, a frequéncia de Salmonella spp. observada foi de 6/50
(12%) em amostras artesanais e 3/50 (6%) nas amostras produzidas sob fiscalizacao,
valores que apesar de baixos podem ser considerados preocupantes visto que essa
bactéria entérica é responsavel por quadros graves de septicemia e infecgoes
alimentares. No Brasil, segundo a Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da
Saulde, foram confirmados 42,9% de casos de infecgbes por Salmonella spp. No Rio
Grande do Sul, foram evidenciados varios surtos epidemioldgicos entre os anos de
1987 e 1998, onde este microrganismo foi responsavel por 32% dos casos (Rio
Grande do Sul, 1998).

Silva et al. (2002), ao analisar linguicas mistas tipo frescal em Pelotas, RS,
verificaram que cinco (17,86%) das 32 amostras estavam contaminadas com
Salmonella spp. Analisando linguicas mista tipo frescal, Sabione et al. (1999),
verificaram a ocorréncia de Salmonella spp em 17,9% das amostras obtidas em Ouro
Preto (MG). Porém, em Lavras (MG) néo foi isolada Salmonella spp. em nenhuma das
20 amostras de linguicas analisadas por Marques et al. (2001).

Diversas podem ser as fontes de introducado deste agente na cadeia alimentar,
como condi¢des inadequadas de abate e evisceragdo, nas quais as carcagas podem
ser contaminadas por enterobactérias presentes no trato gastrintestinal (BORCH et al.,
1996; TUTENEL et al., 2003).
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Os resultados obtidos neste estudo com relagdo as amostras produzidas sob
fiscalizacdo, vao de encontro aos padrbes estabelecidos pela legislagdo, a qual
preconiza a auséncia de Salmonella spp. em 25 gramas de alimento (BRASIL, 2001),
evidenciando que mesmo com a rigorosa vigilancia ainda ocorrem falhas durante a
elaboragdo do produto, visto que este requer inUmeras etapas de manipulacao
podendo haver contaminagcdo em alguma das etapas de seu processamento,
tornando-se um risco a saude do consumidor, uma vez que este microrganismo possuli
alto grau de patogenicidade. E importante ressaltar que todos os sorotipos desse
género sao patogénicos ao homem, apresentando apenas diferencas de
sintomatologia em decorréncia da variagdo no mecanismo de patogenicidade
(GERMANO, 1993).

Em um estudo realizado por Castagna (2004) avaliou-se a associacéo entre a
presenca de Salmonella spp. no trato gastrointestinal, linfonodos mesentéricos e
tonsilas de suinos ao abate. Os maiores indices de isolamento de Salmonella foram
obtidos a partir de linfonodos mesentéricos (61%), seguido do conteldo intestinal
(55,5%) e tonsilas (36,7%). A alta prevaléncia de suinos portadores de Salmonella
spp. confirma os resultados encontrados previamente no mesmo abatedouro por
Bessa et al. (2001), reforcando relatos anteriores sobre a persisténcia da infec¢ao por
Salmonella nos sistemas de producdo (Blaha, 2001). Suinos portadores
assintomaticos de Salmonella spp. no trato intestinal e linfonodos mesentéricos podem
ser importante fonte de contaminagédo cruzada na linha de abate (Di Guardo et al.,
1992).

Apesar da importancia do conteudo intestinal e dos linfonodos mesentéricos na
identificacdo de animais portadores, esses tecidos sdo retirados da carcaga durante o
processamento, ndo sendo produtos de consumo humano. Dessa forma, apesar do
indice de isolamento encontrado em tonsilas ter sido inferior aos encontrados para
conteldo intestinal e linfonodos mesentéricos, estes representam maior risco ao
consumidor, pois juntamente com musculos da regido da cabega, sdo utilizados na
fabricacdo de embutidos e carne mecanicamente separada. Esses produtos, caso néo
sofram tratamento térmico na industria, podem chegar contaminados ao consumidor,
representando consideravel risco para a ocorréncia de infeccdo alimentar
(CASTAGNA et al., 2004)

Alguns estudos tém apontado suinos positivos em linfonodos mesentéricos
como sendo portadores assintomaticos de infecgdo prévia, ocorrida na granja. Estes
animais, principalmente pelo estresse durante o transporte até o abatedouro, poderiam

excretar Salmonella spp. nas fezes, contaminando outros suinos, que passariam a ser
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positivos no conteddo intestinal e nas tonsilas, tornando-se disseminadores passivos
(MORROW et al., 2000).

O risco potencial desses animais durante o processamento foi demonstrado por
Swanenburg et al. (2001a), que encontraram correlagao significativa entre presenca de
Salmonella spp. em tonsilas e conteldo intestinal com carcagas positivas na linha de
abate. Outros estudos (SWANENBURG et al.,, 2001; ROSTAGNO et al., 2002)
comprovaram a influéncia do tempo de permanéncia em currais pré-abate com alto
nivel de contaminacdo residual por Salmonella spp. sobre o nimero de suinos
positivos ao abate.

Hurd et al. (2001) verificaram que, sob condicbes experimentais, a Salmonella
spp. pode infectar suinos expostos a ambientes contaminados apés duas horas de
contato.

Assim como no presente estudo, onde a maioria dos isolados de Salmonella
foram identificadas como pertencente ao sorovar Tiphymurium, os mesmos achados
tem sido relatados por outros autores como Costa (2010) onde foi observada uma
positividade total de Salmonella spp em 14,5%, com predominancia dos sorovares S.
Typhimurium (45%) e S. Derby (20%). Resultados semelhantes foram encontrados por
Spricigo et al. (2008), em amostras de linguica tipo frescal, coletadas no comércio de
Lages, em Santa Catarina, sendo que Salmonella spp. foi detectada em 12,8% das
amostras, também com prevaléncia do sorovar S. Tiphymurium.

Mundialmente verifica-se que a positividade para Salmonella spp. em produtos
carneos varia consideravelmente de acordo com o pais e produto carneo considerado.
Na Irlanda, por exemplo, a positividade em linguicas suinas relatada por Boughton et
al. (2004) foi baixa (1,7%), enquanto no México foi relatada uma positividade de 88,3%
(ESCARTIN et al., 1999)

Embora se saiba que a Salmonella spp. presente nas amostras analisadas
podera ser inativada pelo processamento térmico do alimento, pode haver risco de
contaminagao cruzada de outros alimentos em contato com a mesma superficie onde
a linguiga suina frescal foi previamente preparada, bem como a recontaminag¢ao desse
alimento, apdés o tratamento térmico, condi¢cdes estas que ndo podem ser descartadas.

Na verificagdo da ocorréncia de Staphylococcus coagulase positiva, observou-
se neste estudo que 50/50 (100%) das amostras artesanais apresentaram
contaminagéo por esse microrganismo, sendo que 29/50 (58%) delas estavam acima
dos padrdes permitidos pela legislagao vigente que é de 5x10% UFC/g de alimento. Em
contrapartida, 33/50 (66%) das amostras de linguicas fiscalizadas também se

apresentaram contaminadas, porém, ndo houve nenhuma amostra com contagem
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acima dos valores aceitaveis, ou seja, 0/50 (0%) nao apresentaram contagem elevada
a 5x10% UFC/g de alimento.

Considerando os dados encontrados em estudos relacionados com ECP em
linguica frescal suina, Amaral et al. (1984), El-Khateib (1997) e Chaves et al. (2000),
relataram 12,5%, 29,3% e 40%, respectivamente, das amostras positivas. Analisando
linguica suina frescal em Pelotas-RS, Mata (2002) encontrou 72,5% de suas amostras
contaminadas por Staphylococcus coagulase positiva, sendo que 20% destas estavam
acima do permitido pela legislagao. Assim como Marques et al. (2001) em Lavras, MG
analisando linguiga frescal encontraram 25% das amostras contaminadas por ECP
acima dos limites permitidos na legislagdo. Enquanto que no estudo feito por Almeida
Filho e Sigarini (2002) encontraram 60% das amostras contaminadas com
Staphylococcus aureus, sendo que destas, todas se encontravam fora dos padrées
exigidos na legislagéao.

Nos Ultimos anos, varios Staphylococcus que contaminam produtos
alimentares, incluindo a carne vermelha, tem sido implicados em surtos de intoxicacao
alimentar (BENITO et al., 2000; MIWA et al.,2001).

O indice de ECP nas amostras analisadas é bastante significativo, uma vez
que a presenca deste microrganismo representa risco a saide do consumidor, pois
sao potencialmente patogénicos, e suas toxinas sao capazes de resistir a tratamentos
térmicos como a pasteurizagdo, podendo causar intoxicagao alimentar. Morot-Bizot et
al. (2006) citam que as diversas espécies de Staphylococcus sp. encontradas em
amostras de linguica estao associadas as matérias primas e as condi¢coes da planta de
producao, visto que Staphylococcus spp. podem colonizar superficies de
equipamentos mal higienizados.

Dentre os Staphylococcus coagulase positiva destaca-se o Staphylococcus
aureus que em paises da Europa, nos Estados Unidos e Canadé é o principal agente
causador de doengas transmitidas por alimentos (VIESTEL et al., 2000).

No presente estudo ndo houve contagens acima dos padrdes permitidos para
contagem de Staphylococcus coagulase positiva nas amostras produzidas sob
fiscalizacdo, porém as contagens Staphylococcus coagulase positiva acima dos
parametros maximos permitidos pela legislacdo tém sido encontradas em diversos
trabalhos. Como exemplos tém-se as pesquisas desenvolvidas por Bromberg et al.
(2000), Garcia et al. (2000) e por Marques et al. (2001), que avaliaram esse mesmo
tipo de alimento comercializado em Campinas (SP), Londrina (PR) e Lavras (MG),
respectivamente.

Como Staphylococcus spp. tem como habitat natural as vias aéreas superiores,

maos, cabelos e pele dos seres humanos, faz com que o manipulador torne-se uma



64

potencial fonte de contaminagdo. E provavel que as amostras artesanais analisadas
no presente estudo fossem produzidas por manipuladores sem utilizacao de luvas,
mascaras Ou gorros ocasionando assim a elevada contaminagdo por esse
microrganismo.

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, verificou-se a
presenca de coliformes fecais totais e termotolerantes em 100/100 (100%) das
amostras analisadas, sendo que 38/50 (76%) das amostras de linguicas frescas
artesanais e 12/50 (24%) das linguicas frescas industrializadas apresentaram
contaminacao por coliformes totais e termotolerantes acima dos valores vigentes na
legislagao (BRASIL, 2001). Os resultados mostram que mais da metade das amostras
artesanais estao fora dos padrdes aceitaveis para consumo, justificando a importancia
de se sequir instrugdes normatizadas de qualidade.

Do total das 100 amostras analisadas detectou-se a presenca de E. coli em
39/100 (39%), resultados ja esperados baseando-se nos valores dos NMP de
coliformes obtidos anteriormente e visto que a linguica frescal € um produto de origem
animal, a E. coli é encontrada normalmente no trato gastrointestinal de animais de
sangue quente, podendo permanecer nas carcagas durante 0 processamento e
contaminar a carne utilizada como matéria prima para a produgdao dos embutidos
frescais.

Na literatura se verificaram alguns trabalhos que também apresentaram indices
bastante elevados tanto para presenca de coliformes fecais totais como para presenga
de E. coli, como o realizado por Moreira (2001) que encontrou esse microrganismo em
100% das amostras de linguigas analisadas. Mata (2002) ao analisar 40 amostras de
linguica suina frescal comercializadas em feiras de Pelotas, RS observou que 85% das
amostras ultrapassaram o valor permitido de contaminagdo por coliformes
termotolerantes e 55% apresentaram contaminacdo por E. coli, resultados
semelhantes aos resultados encontrados por lIglesias (2007) em que 50% das
amostras apresentaram contaminagao por esse microrganismo.

Durante a coleta das amostras foi possivel verificar durante as visitas aos
frigorificos que todo processo do abate de suinos sob Fiscalizagio foi realizado de
forma correta e a producao seguindo todas as normas de boas praticas de fabricagao,
porém nao se sabe quais eram as condi¢des higiénico-sanitarias do abate e matéria
prima utilizadas para a produgao das linguigas suinas frescas artesanais. Baseando-se
nos resultados do presente trabalho infere-se que as condigdes de higiene para
fabricacdo desses produtos artesanais eram precarias visto que mais da metade das
amostras analisadas apresentam valores extremamente elevados de Coliformes fecais

e termotolerantes.
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De modo geral, sejam os valores aceitaveis ou nao, em 100% das amostras
verificou-se a presenca de coliformes fecais, cuja contaminacao pode ter ocorrido
durante o processamento do produto, principalmente na obtengcido da matéria prima,
ou durante o abate e evisceracdo. E possivel também considerar como uma das
fontes de contaminacdo o invélucro da linguica frescal, pois muitas vezes as préprias
visceras dos animais sao utilizadas para esse fim, o0 que aumenta a probabilidade da
presenca de Enterobactérias.

Carvalho, Oliveira e Franco (1985) ao verificarem a ocorréncia de coliformes
totais e fecais termotolerantes em embutido frescal, encontraram 89% das amostras
positivas para este grupo de microrganismo, sendo destas 77% confirmadas para
E.coli. Analisando carne suina, Calderon e Furlaneto (1990) encontraram 23,3% das
amostras contaminadas por coliformes fecais e E. coli acima do maximo permitido
pelos padroes adotados pela Secretaria de Estado da Saude de Sao Paulo.

Chaves et al. (2000) detectaram que 33,33% das amostras de linguicas
comercializadas no Rio de Janeiro estavam em desacordo com a legislacao. Marques
et al. (2001) verificaram que 35% das amostras de linguica frescal adquiridas em
Lavras e Trés Coragcbes, MG encontravam-se fora do padrdo legal vigente para
Coliformes termotolerantes.

Moreira (2001) pesquisou E. coli em toda a linha de processamento de linguica
mista, em industria da cidade de Araraquara (SP) e encontrou o microrganismo em
todos os pontos amostrados, que incluiam a matéria-prima, superficies de
equipamentos e utensilios, maos de manipuladores, condimentos e produto final.
Através desses resultados pode-se supor que a contaminacgao por E. coli. no produto
final foi decorrente tanto das etapas de producdo da linguica frescal quanto da ma
higienizacao de seus manipuladores, podendo ocorrer em qualguer um desses pontos,
0 que justifica o indice elevado de contaminacdo por este microrganismo encontrado
no presente estudo, principalmente das amostras artesanais.

Estudos realizados no Brasil, Estados Unidos e Inglaterra, demonstram que,
segundo Bettelheim (2005) em geral a E.coli presente em carnes é proveniente das
fezes e conteldo intestinal de animais e ao sobreviver ao abate e ao processamento,
seja a provavel fonte de disseminacdo desse microrganismo na populagdo animal e
nos produtos de origem animal. Este fato evidencia a grande probabilidade de
contaminagao dos derivados carneos, como a linguica frescal, devido a suas varias
etapas de manipulagdo, sendo um fator de alto risco ao consumidor visto que indica
contaminacao fecal recente.

A contagem de coliformes totais mostrou que todas as amostras apresentaram-

se positivas, porém a legislacdo nao prevé contagem de coliformes totais nos
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alimentos, pois a presenca deste grupo de microrganismo ndo indica,
necessariamente, contaminacao fecal recente ou ocorréncia de patdogenos. Os
mesmos resultados foram encontrados em estudos realizados por Mendonga e
Granada (1999) e Ritter et al. (2001) que analisando produtos carneos, encontraram
100% das suas amostras contaminadas com coliformes totais.

Ja Bezerra et al. (2007) analisando o mesmo produto, observaram que 27%
das amostras comercializadas no municipio de Soletanea, PB, apresentaram elevados
valores de Coliformes totais.

O alto indice de contaminagédo por coliformes totais e termotolerantes nas
linguicas tipo frescal analisadas neste estudo pode ser decorrente da falta de higiene
de seus manipuladores, bem como da precariedade no processamento e
armazenagem do produto, principalmente das linguicas fabricadas artesanalmente que
apresentaram o dobro de amostras fora do padrdo quando comparadas as linguicas
do mesmo tipo fabricadas sob inspecao, o que evidencia a necessidade de sensibilizar
os comerciantes e os consumidores da importdncia do servico de inspecao
permanente.

Outro resultado encontrado no presente trabalho foi a deteccéo de 1 cepa de E.
coli positiva para os genes eae e bfpA, pertencente ao patotipo EPEC (E. coli
enteropatogéncia) em uma das amostras de linguicas produzidas sob fiscalizacao.

Kobayashi et al. (2000), Clarke (2001) relatam que o subgrupo de E. coli
enteropatogénica (EPEC) sao linhagens de E. coli diarreiogénicas historicamente
associadas a surtos de diarreia infantil principalmente em paises subdesenvolvidos.

Atualmente, em paises desenvolvidos, EPEC é isolada em surtos esporadicos
com frequéncia muito baixa em casos de diarreia endémica. Entretanto, em paises em
desenvolvimento, principalmente nos localizados em zona tropical EPEC esta entre os
principais agentes enteropatogénicos, especialmente, na diarreia dos lactentes, com
altos indices de mortalidade. No Brasil, EPEC é responsavel por cerca de 30% dos
casos de diarreia aguda em criangas de baixa renda com idade inferior a seis meses
(FRANCO & LANDGRAF, 1996).

Segundo Nataro & Kaper (1998) esse patdgeno atinge principalmente criangas
menores de dois anos de idade e os sintomas sao bastante severos. As criancas
infectadas apresentam diarreia aquosa persistente, febre e vémitos. Para Trabulsi et
al. (2002), EPEC pertence a um limitado nimero de sorotipos, sendo que cerca de
80% das amostras isoladas das fezes de criangas pertencem aos sorotipos O55:H6,
086:H34, O111:H2, O119:H6, O127:H6, O142:H6 e O142:H34. A maioria desses
sorotipos corresponde a clones geneticamente préximos quando estudados por
métodos moleculares.
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De acordo com Nataro & Kaper (1998), a EPEC tem como principal
reservatorio o homem, raramente sdo encontradas em animais, e quando presentes,
os sorotipos identificados nao correspondem aqueles de humanos. Kuhrnert et al.
(2000) relatam que usualmente a bactéria é transmitida pela agua, alimentos
contaminados e colonizam o intestino delgado. Viljanen et al. (1990) afirmam que
embora as infeccoes por EPEC sejam predominantes em criangas, a bactéria também
pode causar diarréia em adultos quando houver ingestdo de grande quantidade do
inéculo, cerca de 10° a 10'° UFC.

Existem, relativamente poucas informagdes sobre alimentos associados com
infeccbes por EPEC (Varnam & Evans, 1996). Pesquisas desenvolvidas no Brasil
procuram mostrar a importancia dos coliformes totais, coliformes fecais e Escherichia
coli como indicadores higiénico-sanitarios na obtencdo, nas fases tecnologicas, no
processamento e/ou na comercializagao de produtos carneos e dos possiveis riscos
que podem acometer aos consumidores, porém, nao foram encontrados relatos sobre
a pesquisa dos fatores de patogenicidade dessas bactérias em amostras de embutidos
suinos frescal no Brasil, 0 que torna este estudo inédito.

Com relacdo aos outros sorogrupos de E. coli, trabalhos realizados em outros
paises relataram a ocorréncia de STEC em produtos carneos de aves e de suinos
(MAINIL; DAUBE, 2005). Lee et al. (2009) detectaram cepas de STEC em 7,3% de
amostras de carne de frango e em 2% de carne suina adquiridas no comércio varejista
da Coréia. Mayrhofer et al. (2004), analisando amostras de produtos carneos
adquiridos no comércio varejista da Austria, observaram que as prevaléncias de STEC
em carnes bovina e suina foram de 5,2% e 1,7%, respectivamente. Na Suica, Fantelli;
Stephan (2001), analisando 400 amostras de carne moida bovina e suina coletadas
em agougues, detectaram STEC em 1,7% das amostras e isolaram cinco sorotipos
diferentes, nenhum deles pertencentes ao sorotipo O157:H7.

Desde o primeiro relato de surto por E. coli O157:H7 ocorrido em 1981 (RILEY
et al., 1983), os meios de cultura para pré-enriquecimento e isolamento dessas cepas
patogénicas vém sendo constantemente modificados visando melhorar sua eficiéncia
ja que, quando presentes em alimentos, esses microrganismos estdo em quantidades
muitos reduzidas. Além disso, uma das maiores dificuldades no isolamento dessas
cepas patogénicas, principalmente a STEC é o uso de um método capaz de detectar
baixar concentragbes, uma vez que essas cepas, quando presentes nos alimentos,
estdo em pequena quantidade (HUSSEIN; BOLLINGER, 2008).

No presente estudo nao foi detectado a presenca de Campylobacter spp. em
nenhumas das amostras analisadas tanto pela técnica de cultivo microbiolégico quanto
pela técnica de PCR. Na literatura sdo poucos os trabalhos que apresentam amostras
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positivas para esse microrganismo em linguicas suinas, como Medeiros et al. (2008) e
Bohaychuk et al. (2006), no Canada que também nao detectaram o patégeno em
carne suina, assim como Cortez et al. (2004) que analisou amostras de linguica suina
fresca produzidas sob fiscalizacdo e produzidas artesanalmente na regido de
Jaboticabal. No trabalho de Ristori (2010) pesquisou-se Campylobacter spp. em
diversos produtos carneos como salsicha bovina, linguica suina, carne bovina moida e
coxa de frango, e nenhuma das amostras das linguigcas analisadas foram positivas
para esse patégeno.

Os poucos trabalhos encontrados onde se detectou esse patégeno em
produtos carneos de origem suina foram Pezzoti et al. (2003) na Italia apresentando
10,3% de positividade, 9,1% na Nova Zelandia (WONG et al. 2007), 6,3% nos Estados
Unidos (LITTLE et al., 2008) e 2,5% na Bélgica (GHAFIR et al., 2007). E comum
encontrar trabalhos sobre a presenca de Campylobacter spp. em frangos e seus
derivados, porém, no Brasil, ndo foram encontrados outros estudos sobre a ocorréncia
de Campylobacter spp. em linguica suina e até mesmo em carne bovina. Durante as
etapas de processamento de produtos carneos, o tratamento térmico, resfriamento e o
congelamento podem causar reducdo do numero de Campylobacter spp. nas
amostras ou até mesmo sua eliminacdo (GHAFIR et al., 2007; MEDEIROS et al.,
2008), o que pode explicar a auséncia deste patégeno nas amostras de linguicas
estudadas. O Campylobacter spp. também é sensivel as concentracdes de cloreto de
sédio superiores a 1,5% (HOLT et al., 1994) e esse alimento além do sal tem outros
condimentos que também podem ter minimizado a contaminagéo desse alimento por
esse patdégeno. Devido ao fato de C. jejuni ndo se multiplicar abaixo de 30°C e ser
sensivel as concentragdes normais de oxigénio da atmosfera, somente poucas células
podem estar presentes nos alimentos, geralmente inferiores a 1,0 X 102 células/g
(FLORENTINO et al.,, 1997). Pode ainda haver competicdo com a microbiota
autéctone, segundo Franco (1995) e como citam também Varnam & Evans (1991) a
sobrevivéncia do Campylobacter spp. € reduzida pela presenca de outros
microrganismos, que levam a diminuicdo do valor do pH e a producdo de &cidos
organicos.

De acordo com os dados encontrados nesse estudo e os reportados na maioria
dos outros estudos, aparentemente o Campylobacter spp. ndo € um patégeno de
significancia em produtos carneos de origem suina, porém antes de se comprovar
essa informacéo, deve-se ressaltar que no Brasil ha poucos dados a respeito desse
microrganismo nesse tipo de produto, dificultando a avaliacdo do impacto da sua
presenca em alimentos de origem suina para a saude publica (SILVA et al., 2012).
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Nao foi detectada a presenca de Listeria monocytogenes por meio da técnica
de PCR em nenhuma da amostras analisadas no presente estudo, fato incomum visto
que muitos trabalhos apresentam positividade para deteccdo desse microrganismo e
muitas vezes em altas porcentagens como descrito por Ristori (2010), que detectou a
bactéria em 39,8% das amostras analisadas, resultado semelhante foi observado por
Miyasaki et al. (2009) que detectaram o patégeno em 42% das amostras coletadas em
supermercados do Municipio de Sao Paulo. Ocorréncia maior foi observada por
Destro, et al. (1991), que relataram a presenga de Listeria em 70% das amostras
analisadas.

Estudo realizado por Silva et al. (2004) em trés frigorificos de Pelotas, Rio
Grande do Sul, indicou que a ocorréncia de L. monocytogenes nas matérias-primas
utilizadas para a fabricacao de linguica (29,4%) foi mais alta do que a observada no
produto final (16,7%). Os autores inferiram que durante o processamento da linguica,
os efeitos conjugados de cloreto de sédio, sais de cura (nitrito) e pH baixo poderiam
ter controlado a multiplicacdo do microrganismo ou ocasionado estresse nas células
bacterianas, dificultando o isolamento pelas metodologias convencionais. Entretanto,
no presente trabalho utilizou-se a técnica de PCR para detecgdo do agente e mesmo
que nao houvesse células vivas viaveis, seria possivel detectar a presenca da Listeria
nas amostras por meio da amplificacao do DNA, portanto, as 100 amostras analisadas
nao apresentaram nenhum tipo de contaminagao por esse patégeno.

Em contrapartida ao estudo de Silva et al. (2004) citado anteriormente, outro
estudo realizado em uma planta processadora de linguica no Rio Grande do Sul
indicou a ocorréncia de L. monocytogenes em todas as amostras de linguicas
analisadas, mas nenhuma das amostras de matéria-prima continha o microrganismo,
indicando que a contaminacao ocorreu durante o processamento (VON LAER et al,
2005).

A ocorréncia de L. monocytogenes em produtos carneos crus no comeércio,
geralmente é mais alta do que a observada nas etapas iniciais de processamento,
indicando que a contaminagdo pode ocorrer e também aumentar durante o
processamento (GUDBJORNSDOTTIR et al., 2004). Segundo Thevenot et al. (2006)
as etapas de resfriamento e de corte das carnes suinas podem ser responsaveis pelo
aumento da prevaléncia de L. monocytogenes no produto final. A metodologia utilizada
no presente estudo pode justificar a auséncia da Listeria spp. em 100% das amostras
analisadas, pois de acordo com o estudo realizado por Ristori (2010) o método
analitico utilizado para verificar se um alimento contém L. monocytogenes tem um
papel importante na positividade encontrada, pois a utilizacdo de duas metodologias,

simultaneamente, com emprego de dois meios seletivos, permitiu uma melhor
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avaliacdo da contaminagcdo por esse patégeno, técnicas essas nao utilizadas no
presente trabalho, visto que ndo foi empregado nenhum meio seletivo de
enriquecimento prévio antes da realizagdo da extracdo de DNA. Outro fator que pode
ter influenciado nos resultados deste trabalho foi o fato de ter sido utilizado somente
primers especificos para L. monocytogenes, sendo que alguns trabalhos citam a L.
innocua, a espécie mais frequentemente detectada (RISTORI, 2010). Esses dados
corroboram a maioria dos resultados descritos na literatura, nacional e internacional,
que indicam que L. innocua é a espécie mais comum em alimentos (BARBALHO et al.,
2005; CHEN et al., 2009; CHIARINI et al., 2009; DESTRO et al., 2001; SILVA et al.,
2004; VON LAER et al., 2005; YUCEL et al., 2005), porém a L. Innocua ndo é uma
espécie patogénica.

Nas aguas utilizadas no processamento das linguicas suinas frescais
produzidas sob fiscalizagdo, apenas uma amostra estava contaminada com o
microrganismo Pseudomonas aeruginosa.

O isolamento de Pseudomonas aeruginosa nas amostras de agua colhidas nos
estabelecimentos que comercializam carne e produtos carneos tem grande
importancia, uma vez que este microrganismo produz enzimas termoduricas,
responsaveis pela deterioragdo dos alimentos, diminuindo seu prazo de vida comercial
(Madeira et al., 1997). Além da deterioracdo dos alimentos, a presenca deste
microrganismo na agua é importante, pois além de ser deteriorante e indicadora de
contaminacao, € também um patégeno oportunista que frequentemente esta envolvido
com infecgdes que variam em local e severidade: desde infecgbes superficiais como
foliculites e piodermites a pneumonia em pacientes com pneumopatia crbnica
expostos a aerosois contendo agua contaminada (Rosenberg, 1999).

Em um trabalho realizado por Amaral et al. (2007) verificou-se a qualidade da
agua utilizada em estabelecimentos que comercializavam produtos carneos na regiao
de Jaboticabal, cujas andlises foram realizadas em 2 periodos, chuvas e estiagem,
coletados tanto amostras de agua na entrada do estabelecimento como apés a
passagem pelo reservatério. Em seus resultados também se verificou a presenca de
Pseudomonas aeruginosa em 7,5% das amostras no periodo de chuva, 5,3% no
periodo de estiagem e 15% ap06s a passagem pelo reservatério no periodo de chuva.
Esse mesmo autor isolou também Staphylococcus aureus em 15% das amostras no
periodo de chuva, 13,1% no periodo de estiagem, 20% no periodo de chuva apés
passagem da agua pelo reservatorio e 18,4% no periodo de estiagem apés a
passagem pelo reservatorio.
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Como citado anteriormente no presente estudo, nao foi isolado Staphylococcus
spp. € nenhum outro microrganismo pesquisado, concluindo-se portanto que a agua
néo foi a fonte de contaminagéo dos produtos produzidos sob fiscalizacao.
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6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados deste estudo, é possivel concluir que:

Isolou-se Salmonella spp. dos dois tipos de amostras (artesanais e fiscalizadas),
sendo o sorotipo S. Tiphymurium mais frequentemente detectado em ambos os tipos

de amostras.

Dentre os patdégenos estudados, os coliformes fecais foram os mais frequentemente
encontrados, estando presentes em todas as amostras analisadas, sendo que mais da
metade das amostras artesanais, apresentavam valores acima dos limites aceitaveis

pela legislacao vigente.

O segundo patégeno mais frequentemente isolado foi o Staphylococcus coagulase
positiva, porém somente as amostras artesanais apresentaram limites de contagem

acima dos valores aceitaveis.

Detectou-se 1 cepa de Escherichia coli patogéncia pertencente ao grupo EPEC em

uma amostra de linguica fiscalizada.

Nenhuma das amostras analisadas apresentou contaminagao por Campylobacter spp.
e Listeria monocytogenes.

Nao foi identificado nenhum dos microrganismos pesquisados nas aguas de

processamento das linguicas fiscalizadas.
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Anexo 1: Resultados das analises microbiolégicas das amostras de linguica suina
frescal artesanal.
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Identificacao UFC NMP Coliformes | NMP Coliformes | Cultivo C. coli| PCR C. colie
da Amostra Staphy C+ totais termotolerantes e C. jejuni C. jejuni
Al Negativo Negativo
A2 Negativo Negativo
A3 Negativo Negativo
A4 9,3x10? Negativo Negativo
A5 1,3x103 <3,0 Negativo Negativo
A6 1,8x103 9,2x10! Negativo Negativo
A7 Negativo Negativo
A8 1,4x103 460x10 3 Negativo Negativo
A9 1,2x10 3 4,6x10 8 Negativo Negativo
Negativo Negativo
Al1 Negativo Negativo
A12 2,3x10? Negativo Negativo
A13 4,8x103 4,6x103 Negativo Negativo
A14 3,5x10 8 Negativo Negativo
A15 Negativo Negativo
Negativo Negativo
A17 Negativo Negativo
Negativo Negativo
A19 Negativo Negativo
Negativo Negativo
A21 <3,0 Negativo Negativo
A22 Negativo Negativo
Negativo Negativo
A24 Negativo Negativo
A25 Negativo Negativo
A26 Negativo Negativo
A27 1,2x103 Negativo Negativo
6,8x10 2 Negativo Negativo
Negativo Negativo
A30 Negativo Negativo
Negativo Negativo
A32 Negativo Negativo
A33 5,0x10! 2,3x102 2,3x102 Negativo Negativo
A34 3,5x103 2,4x103 2,4x103 Negativo Negativo
A35 5,4x10? 9,3x10? 9,2x10 2 Negativo Negativo
A36 3,2x108 Negativo Negativo
5,7x10? 4,6x103 Negativo Negativo
4,6x103 3,6x10° Negativo Negativo
2,3x10? Negativo Negativo
4,0x103 3,6x10° <3,0 Negativo Negativo
2,8x108 4,3x10? 2,4x103 Negativo Negativo
1,5x103 Negativo Negativo
2,4x10 3 Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
1,2x103 4,6x10°3 Negativo Negativo
A50 4,0x102 4,0x102 Negativo Negativo




Continuacao Anexo 1
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Identificacao PCR PCR PCR PCR S. PCR PCR
da Amostra | Salm.spp. | S.Typhimurium | S.Enteritidis | Choleraesuis | S.Dublin | Listeria sp.
A1 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A2 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A3 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A4 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
25 D ooxivo | Negaivo | Negatve | Negativo
A6 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A7 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A8 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A9 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A10 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A11 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A12 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A13 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A14 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A15 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A16 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A17 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A18 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A19 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A20 Negativo Negativo Negativo Negativo
A21 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A22 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A23 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A24 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A25 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A26 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
— por | noouivo | Negatvo | Negaivo | Negaivo
A28 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A29 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A30 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A31 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A32 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A33 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A34 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A35 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A36 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A37 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A38 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A39 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A40 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A41 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A42 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A43 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Ad4 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A45 ﬁ Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A46 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A47 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A48 ﬁ Negativo Negativo * Negativo Negativo
A49 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A50 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

A: Amostras artesanais; Preenchimento em vermelho: Amostras fora dos padrbes aceitaveis
para consumo.
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Anexo 2: Resultados das analises microbiologicas das amostras de linguica suina
frescal fiscalizada.

Identificacao UFC NMP Coliformes | NMP Coliformes | Cultivo C. coli| PCR C. colie
da Amostra Staphy C+ totais termotolerantes | e C. jejuni C. jejuni
F1 Negativo 2,3x102 2,3x102 Negativo Negativo
F2 Negativo <3,0 <3,0 Negativo Negativo
F3 Negativo 2,3x10 3 2,3x10 3 Negativo Negativo
F4 Negativo Negativo Negativo
F5 Negativo Negativo Negativo
F6 Negativo Negativo Negativo
F7 2,0x102 2,3x102 2,3x102 Negativo Negativo
F8 2,5x102 9,2x10! 9,2x10! Negativo Negativo
F9 1,4x10 2 4,3x102 4,3x10 2 Negativo Negativo
F10 1,7x10 2 3,6x10 * 3,6x10 1 Negativo Negativo
F11 8,0x10 1 3,6x10 1 3,6x10 1 Negativo Negativo
F12 1,0x10 4,3x102 4,3x10 2 Negativo Negativo
F13 4,3x10 2 9,3x10 2 9,3x10 2 Negativo Negativo
F14 1,8x10 2 1,2x103 1,2x103 Negativo Negativo
F15 Negativo 9,3x10 2 9,3x10 2 Negativo Negativo
F16 4,4x10 2 9,3x10 2 9,3x10 2 Negativo Negativo
F17 4,4x102 <3,0 <3,0 Negativo Negativo
F18 4,2x102 3,6x10" 3,6x10 Negativo Negativo
F19 1,0x10 Negativo Negativo
F20 3,9x10 2 2,4x103 2,4x10 3 Negativo Negativo
F21 5,0x10 * 3,6x0 1 3,6x0 1 Negativo Negativo
F22 4,0x10 * 9,3x10 2 9,3x10 2 Negativo Negativo
F23 1,0x10 2 9,3x10 2 9,3x10 2 Negativo Negativo
F24 1,0x102 2,3x102 9,3x10°2 Negativo Negativo
F25 7,0x10 1 2,3x10 2 2,3x10 2 Negativo Negativo
F26 2,0x10 1 3,6x10 1 3,6x10 1 Negativo Negativo
F27 1,5x102 Negativo Negativo
F28 1,0x10 2 Negativo Negativo
F29 5,0x10 * Negativo Negativo
F30 6,0x10 * 3,6x10* <3,0 Negativo Negativo
F31 1,4x10 2 2,4x103 <3,0 Negativo Negativo
F32 8,0x10 ! 2,3x102 <3,0 Negativo Negativo
F33 5,0x10 >1,1x10* 3,6x10 ' Negativo Negativo
F34 2,0x10 2,3x102 3,6x10 Negativo Negativo
F35 7,0x10 1 9,3x10 2 4,3x10 2 Negativo Negativo
F36 1,2x103 4,3x102 Negativo Negativo
F37 Negativo 2,4x103 2,4x10 3 Negativo Negativo
F38 Negativo 2,3x10 2 2,3x10 2 Negativo Negativo
F39 Negativo 2,3x10 2 2,3x10 2 Negativo Negativo
F40 Negativo 2,3x10 2 2,3x10 2 Negativo Negativo
F41 Negativo 2,3x10 2 2,3x10 2 Negativo Negativo
F42 Negativo 2,3x10 2 2,3x10 2 Negativo Negativo
F43 Negativo Negativo Negativo
F44 Negativo Negativo Negativo
F45 Negativo Negativo Negativo
F46 Negativo Negativo Negativo
F47 1,3x10 3 Negativo Negativo
F48 1,9x10 3 Negativo Negativo
F49 1,4x103 Negativo Negativo
F50 3,6x10 2 2,4x10 3 2,4x10 3 Negativo Negativo
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Continuagao Anexo 2.

Identificacao PCR PCR PCR PCR S. PCR PCR
da Amostra | Salm.spp. | S.Typhimurium | S.Enteritidis | Choleraesuis | S.Dublin | Listeria sp.

F1 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F2 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F3 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F4 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F5 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F6 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F7 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F8 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F9 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F10 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F11 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F12 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F13 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F14 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F15 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F16 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F17 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F18 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F19 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F20 Negativo Negativo Negativo Negativo
Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

F23 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F24 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F25 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F26 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F27 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F28 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F29 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F30 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F31 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F32 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F33 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F34 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F35 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F36 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F37 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F38 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F39 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F40 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F41 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F42 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F43 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F44 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F45 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F46 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F47 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F48 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F49 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F50 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

F: Amostras fiscalizadas; Preenchimento em vermelho: Amostras fora dos padrdes aceitaveis
para consumo.
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Anexo 3: Resultados do cultivo de Escherichia coli das amostras de linguica suina
frescal artesanal e PCR para deteccdo dos genes six1, stx2, eae, bfbA, aggR, elt,
esth, esip, invE e astA.

Isolamento E. Gene

Amostras coli Gene six1 | Gene six2 | Gene eae | Gene bfpA aggR

Al Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A2 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A3 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A4 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A5 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A6 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A7 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
E_ Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A9 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

A19 Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo
Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo | Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

A32 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A33 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A34 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A35 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
E_ Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A37 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A38 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A39 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A40 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A41 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A42 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo

A49 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A50 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo




Continuacdo Anexo 3
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Amostras Gene elt Gene esth Gene estp Gene inVE Gene ast A

Al Negativo Negativo Negativo Negativo

A2 Negativo Negativo Negativo Negativo

A3 Negativo Negativo Negativo Negativo

A4 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A5 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A6 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A7 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A8 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A9 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A10 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Al1l Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A12 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A13 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A14 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A15 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A16 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A17 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A18 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A19 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A20 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A21 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A22 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A23 Negativo Negativo Negativo Negativo

A24 Negativo Negativo Negativo Negativo
A25 Negativo Negativo Negativo Negativo

A26 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A27 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A28 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A29 Negativo Negativo Negativo Negativo

A30 Negativo Negativo Negativo Negativo

A31 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A32 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A33 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A34 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A35 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A36 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A37 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A38 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A39 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A40 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Ad1 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A42 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A43 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A44 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A45 Negativo Negativo Negativo Negativo

A46 Negativo Negativo Negativo Negativo
A47 Negativo Negativo Negativo Negativo

A48 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A49 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
A50 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

A: Amostras artesanais; Preenchimento em vermelho: Isolamento positivo para E. coli e
amostras positivas para detecgado do gene.
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Anexo 4: Resultados do cultivo de Escherichia coli das amostras de linguica suina
frescal fiscalizada e PCR para detecgdo dos genes stx1, stx2, eae, bfpA, aggR, elt,
esth. estn. invE e astA.

Isolamento E. Gene

Amostras coli Gene sitx1 | Gene six2 | Gene eae | Gene bfpA aggR

F1 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F2 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F3 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F4 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
E_ Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F6 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F7 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F8 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F9 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F10 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F11 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F12 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F13 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F14 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F15 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F16 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F17 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F18 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F19 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F20 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F21 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F22 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
E_ Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F24 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F25 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F26 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
K_ Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F28 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F29 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F30 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F31 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F32 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F33 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F34 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F35 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F36 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

F40 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F41 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
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Continuacao Anexo 4.

Amostras Gene elt Gene esth Gene esitp Gene inVE Gene ast A
F1 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F2 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F3 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F4 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F5 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F6 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F7 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F8 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F9 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F10 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F11 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F12 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F13 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F14 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F15 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F16 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F17 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F18 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F19 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F20 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F21 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F22 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F23 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F24 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F25 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F26 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F27 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F28 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F29 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F30 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F31 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F32 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F33 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F34 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F35 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F36 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F37 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F38 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F39 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F40 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F41 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F42 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F43 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F44 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F45 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F46 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
F47 Negativo Negativo Negativo Negativo

F48 Negativo Negativo Negativo Negativo
F49 Negativo Negativo Negativo Negativo

F50 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

F: Amostras fiscalizadas; Preenchimento em vermelho: Isolamento positivo para E.
coli e amostras positivas para deteccao do gene.



