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Resumo

A presenca de Escherichia coli patogéncias em alimentos caracteriza um
perigo em potencial para a saude coletiva, visto que este microrganismo é capaz de
ocasionar surtos de enfermidades transmitidas por alimentos e até mesmo levar o
consumidor a Obito dependendo do sorogrupo envolvido. A espécie bacteriana
denominada Escherichia coli € um bastonete Gram negativo pertencente a familia
Enterobacteriaceae. Sua presenca nos alimentos em quantidades elevadas é
utilizada para indicar a possibilidade de contaminacéo fecal e da presenca de outros
microrganismos enteropatogénicos. Como patdgeno transmitido por alimentos
adquire novo significado, podendo ocasionar a colite hemorragica. Embora a
epidemiologia das cepas EHEC nao esteja completamente estabelecida, os
individuos com faixa de idades extremas, crian¢cas menores de cinco anos e idosos,
sdo mais sensiveis. Neste experimento objetivou-se verificar a viabilidade de cepas
de E. coli pertencentes aos sorogrupos EPEC, EIEC e EHEC isolados de diferentes
amostras de suinos em linglica suina frescal tipo toscana para evidenciar a
capacidade de desenvolvimento deste patégeno em alimentos. Todos 0s sorogrupos
analisados apresentaram viabilidade neste produto, constatando a importancia da
manipulacdo adequada da carne de suino durante processamento da mesma para
gue nao ocorram contaminacdes da carcaca com E. coli patogéncias, visto que esta
bactéria tem condi¢cdes de se desenvolver neste alimento tornando-o improprio para
0 consumo.
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Introducéo

A espécie bacteriana denominada Escherichia coli é um bastonete Gram
negativo, ndo esporulado, oxidase negativa, mével por flagelos peritriquios ou nao
movel, anaerdbia facultativa capaz de fermentar a glicose e a lactose com producéo
de &cidos e gases, pertencente a familia Enterobacteriaceae.

As cepas de Escherichia coli sdo importantes como possiveis patdogenos
transmitidos por alimentos, se encontram nas fezes e em geral tém ampla
distribuicdo, embora em pequenas quantidades, nos ambientes onde se encontram
os alimentos. Como microrganismo indicador, a presenca de Escherichia coli nos
alimentos em quantidades elevadas € utilizada para indicar a possibilidade de
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contaminacao fecal e da presenca de outros microrganismos enteropatogénicos.
Como microrganismo potencialmente patogénico transmitido por alimentos a
reduzidas quantidades, geralmente aceitaveis, adquirem novo significado, em
especial quando as condicdes do meio em que Se encontra permitem sua
multiplicacao.

A susceptibilidade a infeccado por Escherichia coli segue o exemplo habitual
da idade, onde jovens e individuos susceptiveis as infeccfes sofrem grandes riscos.
InfeccBes devidas as cepas de EPEC e ETEC sdo particularmente comuns na
infancia (CDC, 2000) e sorotipos classicos de EPEC usualmente associados
somente com infecgcdes em criancas com menos de 18 meses de idade. Nesta faixa
etaria, existe evidéncia de que o sexo masculino é mais susceptivel que o sexo
feminino (Antai e Anozie, 1987). As infec¢bes por ETEC sdo somente, raramente,
encontradas em &reas onde as infeccbes por EPEC estdo presentes. Isto €
provavelmente devido a competicdo pelos dois microrganismos pelos mesmos sitios
de ligacéo intestinal.

Muitos autores pesquisaram coliformes em carnes suinas como Calderon e
Furlanetto (1990), Fuzihara e Franco (1993), Martins et al. (1993), Oliveira et al.
(1996), Franco e Chaves (1997), Martins et al. (1997) e Pinto et al. (1999).

Material e Métodos

A matéria-prima para a fabricagdo da linglica toscana foi obtida em
abatedouro frigorifico de suinos abatidos na area do Grande Rio, sob a Inspecéo
Estadual, clinicamente saudaveis e julgados aptos para o consumo apos inspec¢ao
"ante e post - mortem", e provenientes dos estados do Rio de Janeiro (Magé e Rio
Bonito), Minas Gerais, Parana e Santa Catarina.

A massa usada teve a seguinte formulacdo para a linglica suina frescal tipo
toscana: carne suina (82,45%), papada (14,60%), sal (2,41%), acucar (0,095%),
alho (0,19%), pimenta do reino preta (0,24%) e eritorbato de sodio (0,025%).

No processamento de producdo, a matéria prima foi moida em disco com
12mm de diametro, seguida de pesagem e misturada por uma hora. Procedeu-se ao
embutimento em tripa natural isenta de contaminag¢do, formando-se gomos de *
15cm, pesando de 30 - 40 gramas. Os gomos foram amarrados com barbante
esterilizado para minimizar as variaveis contaminantes.

Antes da contaminacdo experimental do embutido com as cepas de
Escherichia coli isoladas de amostras de carne suina da regido interna da papada
correspondente a area de ferida de sangria; cavidade toracica entre 42 e 72 costelas
(pleura e musculos intercostais); cavidade pélvica (regido sub-sacral préxima a base
da cauda), linfonodos mesentéricos; e fezes da regido ileo-ceco-célica de suinos
escolhidos aleatoriamente, abatidos na area do Grande Rio, em abatedouro
frigorifico, sob a Inspe¢do Estadual, sorotipadas e estocadas (EPEC - B 0125,
EPEC - C 086, EPEC - C 0126, EPEC - C 0128, EIEC - A 029, EHEC - O 157), o
produto foi analisado com vista a eventual presenca deste microrganismo, seguindo-
se as metodologias descritas a seguir.

O isolamento e diferenciacdo de cepas enterohemorragicas (EHEC) e
Escherichia coli O157:H7 foi realizada de acordo com Merck (1996). Os subcultivos
foram selecionados em meio SIM com incubacédo a 35 - 37°C por 24 - 48h para
verificar-se a producédo de sulfeto (H2S), indol, motilidade; sendo separados os
cultivos que apresentaram a formacao de H;S, considerando-se suspeitos de serem
Escherichia coli aqueles que foram HS negativo, indol positivo, motilidade positiva



ou negativa (Krieg et al., 1984). Os isolamentos com este perfil foram identificados
apos incubacéo a 35 - 37°C por 24 - 48h conforme descrito por Toledo et al. (1982,
a, b), empregando-se os meios de cultura EPM , MILI e Agar Citrato de Simmons.
Em conformidade com Krieg et al. (1984), foram procedidas ainda as provas
bioguimicas complementares.

As colbnias que apresentaram as caracteristicas tipicas de E. coli foram
sorotipadas. Para a soroaglutinacdo em placa com anti-soros poli e monovalentes
seguiu-se a metodologia descrita por Ewing (1986). A confirmac¢do bioquimica dos
isolados foi verificada pelo sistema API20 E utilizado conforme especificacdo do
fabricante.

A Pesquisa de colbnias de Escherichia coli enteropatogénica seguiu a
metodologia descrita por Mehiman e Lovett (1984) com modificagdes.

Durante a realizacdo deste experimento, o produto foi mantido congelado.
Constatada a auséncia do microrganismo em questdo, o embutido foi descongelado
tecnologicamente procedendo-se a sua contaminagdo com as estirpes isoladas e
estocadas.

O preparo das suspensdes bacterianas para inoculacdo no produto, foi assim
seqiienciado: as cepas estocadas foram semeadas em Agar Caso inclinado
incubado a 35°C por 18-24 horas que foram suspensas em SFT de Butterfield e o
namero de células bacterianas por mililitro, padronizado, através do "The
International Reference of Opacity" de forma a obter-se a concentracdo de 10%°
células por mililitro. As suspensdes padrdes foram diluidas sucessivamente em SFT
de Butterfield, com o intuito de obter-se concentracbes aproximadas de 10% a 10°
bactérias por mililitro, complementadas com a técnica de contagem de bactérias
heterotréficas aerdbias mesdfilas, para demonstracdo do nimero de células viaveis
nos inéculos. Estas diluicbes passaram a constituir as suspensfdes contaminantes
para o produto.

Cada gomo foi inoculado, separadamente, com cada uma das cepas,
perfazendo um total de 24 gomos e seis cepas, com 3 mL de cada uma das
suspensées (10, 10°) (respeitando-se a proporcdo de 500 gramas de massa para
50 mL de indculo) utilizando-se seringas esterilizadas, cujas inoculagdes foram feitas
nas extremidades e na parte mediana de cada gomo para distribuicdo mais
uniforme. Em seguida os gomos inoculados, foram acondicionados separadamente
em sacos de “stomacher” esterilizados ou sacos “plastistéril”, lacrados e estocados
em refrigeracdo, de 4°C, controlada rigorosamente com termémetro de maxima e
minima, observando o mesmo nivel encontrado no comércio varejista por um, dois,
guatro e sete dias.

Paralelamente, as amostras de embutidos (linglica toscana) inoculadas com
os cultivos, foram mantidas, nas mesmas condi¢cfes, unidades dos embutidos sem
prévia inoculagdo (controle negativo) para observar-se as alteracées de cor e odor
em funcdo do prazo de vida comercial, sendo as amostras analisadas quanto a
estes aspectos no 1°, 2°, 4° e 7° dias de manutencéo a 4°C, comparando-as com as
amostras inoculadas.

Em cada um dos intervalos do armazenamento, procedeuse a analise
bacteriologica dos gomos inoculados, com as duas diluicbes, na tentativa de
reisolar-se e identificar-se as cepas de Escherichia coli inoculadas, conforme
descrito previamente.



Resultados e Discussao

Nos experimentos realizados na segunda fase, os sorogrupos inoculados
foram recuperados em todas as concentracbes nos diferentes periodos de
armazenamento e nas condi¢oes de frigorificagao.

Quando aplicada a metodologia de isolamento e diferenciacdo de cepas
enterohemorragicas (EHEC) e Escherichia coli O157:H7, todos 0s sorogrupos
testados foram recuperados e apresentaram no plagueamento colbnias
esverdeadas, embora MUG positivas, comportamento bioquimico e sorolégico
idéntico ao primo isolamento.

Ao aplicar-se a metodologia da pesquisa de colbnias de Escherichia coli
enteropatogénica, nas semeadura direta, todos os sorogrupos foram recuperados,
s6 ndo ocorrendo crescimento no meio agar TC-SMAC. Nos demais meios as
colénias foram caracteristicas, entretanto no agar Escherichia coli O157:H7
fluorocult, apesar de MUG positivas as col6nias, apresentaram-se esverdeadas. O
comportamento bioquimico e soroldgico apresentado foram os mesmos do primo
isolamento, ndo ocorrendo modificacdo fenotipica do microrganismo pela acdo das
substancias quimicas, adicionadas no preparo dos embutidos, como também pela
acdo na estocagem do produto. Nesta mesma metodologia, utilizando-se o
enriguecimento para isolar EPEC, a recuperacdo, o comportamento e os resultados
encontrados foram o0os mesmos da semeadura direta. Tanto as amostras de
embutidos inoculados com os cultivos de Escherichia coli, quanto as mantidas como
controle negativo, apresentaram cor e odor “sui generis” no 1° 2° e 4° dias de
manutencao a 4°C, entretanto no 7° dia quer sejam as amostras inoculadas, quanto
as isentas da microbiota de inoculagcédo, apresentaram coloragédo esverdeada na
superficie interna e odor caracteristico de alteracao incipiente, indicando que até o 4°
dia as amostras de linguica frescal tipo toscana, quando mantidas nestas condi¢des,
apresentaram caracteristicas visuais e olfativas (sensoriais) préprias para o
consumo, corroborando com o que ocorre em nivel de comercializacdo nas redes
dos grandes supermercados, que estabelecem o prazo de vida comercial de quatro
dias quando este alimento é mantido nas condices mencionadas.

Os resultados apresentados na viabilidade da microbiota patogénica, em
linguica frescal tipo toscana, caracterizam que apesar dos embutidos utilizados
como controle negativo, estivessem isentos de Escherichia coli, deveriam possuir
outros microrganismos que possivelmente foram determinadores das alteragbes sob
0 ponto de vista visual e olfativo.

Apesar de nenhum pesquisador ter realizado experimento semelhante, a
contaminacdo natural de carne suina e derivados esta bem reportada por varios
autores. Calderon e Furlanetto (1990) pesquisaram coliformes totais e fecais em
carnes suinas, encontrando 60,0% das amostras positivas para coliformes totais
com NMP superiores a 10°%g e 23,3% positivas para coliformes fecais e, em
particular, Escherichia coli, apresentando valores acima do méaximo permitido (3 X
10%g) pelos padrées adotados pela Secretaria de Estado da Saltde de S&o Paulo.
Fuzihara e Franco (1993) encontraram 51,0% de amostras de carnes suinas
contaminadas por coliformes fecais com NMP acima de 10%g num total de 100
amostras analisadas. Martins et al. (1993) verificaram a presenga de coliformes
totais em 15,0% das amostras de linglica defumada analisadas, ndo sendo
detectados coliformes fecais. Oliveira et al. (1996) relatam que em analise de
linguica frescal de porco, 31,0% e 11,9% apresentaram NMP de coliformes totais e
fecais, respectivamente, acima do preconizado pela legislacdo vigente, sugerindo



melhora nas condi¢cdes higiénico-sanitarias no processamento tecnoldgico e
comercializacdo. Franco e Chaves (1997) em andlises bacteriol6gicas procedidas
em linglica frescal suina reportaram que 75,0% das amostras analisadas
apresentaram coliformes fecais e 65,0% Escherichia coli, encontrando-se fora dos
limites estabelecidos pelos padroes de identidade e qualidades vigentes,
representando condi¢des higiénico-sanitarias insatisfatorias e riscos a saude publica.
Martins et al. (1997) na avaliacao higiénico sanitaria de linguicas tipo frescal (mista,
suina, frango) e linglica defumada advertiram que 53,0% de linglica mista, 37,0%
de carne suina, 31,6% de carne de frango estavam em desacordo com a legislacao
vigente, entretanto, as linglicas defumadas se encontravam nos padroes
microbioldgicos exigidos pelo Ministério da Saude. Pinto et al. (1999) avaliaram
microbiologicamente produtos embutidos, sendo que 18,3% das amostras de
lingliicas possuiam niimeros superiores a 5 X 10? coliformes por grama do produto.
Sabioni et al. (1999) ao analisarem linguica frescal concluiram que 23,3% das
amostras analisadas eram inaceitaveis para o onsumo direto por apresentarem
Numero Mais Provéavel de coliformes fecais de 10 e até 100 vezes acima dos limites
estabelecidos.

Conclusdes

Todas as cepas patogénicas utilizadas nesta pesquisa apresentaram
viabilidade em amostras de lingtica frescal tipo toscana sendo delas re-isoladas
experimentalmente, constatando a importancia da manipulacédo higiénico-sanitaria
satisfatoria durante a industrializacdo da carne de suino para que nao ocorram
contaminagfes da carcaca com E. coli patogéncias, visto que esta bactéria tem
condicbes de se desenvolver neste alimento com risco em potencial para a saude
dos consumidores.

As amostras de linglica frescal tipo toscana isentas de Escherichia coli
(controle negativo), devem possuir outros microrganismos determinadores de
alteracdes visuais e olfativa, pelo fato dos alimentos de origem animal possuirem
microbiota variavel qualitativa e quantitativamente, embora ndo tenham sido
pesquisadas.
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