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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizagdo microbioldgica de carcagas de suinos
oriundos da regido do Distrito Federal por meio da contagem de Enterobacteriaceae,
Escherichia coli e Coliformes totais, pesquisa de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes ¢
detecgdo dos genes de viruléncia stx/, stx2 e eae para Escherichia coli, bem como a realizagao
de antibiograma e a verificacao de formagao de biofilme dos isolados. Para isso foram coletados
swabs em cinco pontos nas carcagas (pernil, lombo, barriga, axila e papada) e em seis etapas
do processo tecnologico do abate, sendo eles apos a sangria, apos a passagem pela depiladeira,
apOs a toalete manual na drea suja, antes e ap0Os a evisceracdo e apos a lavagem final, anterior
ao resfriamento das carcacas, em dois abatedouros frigorificos entre o periodo de setembro de
2019 e a julho de 2021. Nas contagens de Enterobacteriacea, Escherichia coli e de Coliformes
totais, foi possivel identificar os principais pontos de contaminagdo em cada abatedouro
frigorifico nas trés coletas realizadas, sendo eles ap6s a sangria e apds a evisceragdo no
abatedouro frigorifico A, apds a toalete manual e ap6s a evisceragdo no abatedouro frigorifico
B na 1° coleta, e na 22 coleta a etapa apds a evisceragdo para os trés microrganismos. Foram
isolados Escherichia coli nos dois abatedouros frigorificos e Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes apenas no abatedouro frigorifico B. Foi detectada multirresisténcia
antimicrobiana na maioria dos isolados de E. coli, com maiores frequéncias de resisténcia para
amoxicilina, ampicilina, cloranfenicol, sulfonamidas e estreptomicina. Nos isolados de E. coli,
também foram detectados os genes de viruléncia eae, stx/ e stx2, sendo que trés isolados
apresentaram os trés genes conjuntamente e multirresisténcia antimicrobiana a pelo menos seis
classes de antimicrobianos. Foi detectada, ainda, alta frequéncia na capacidade de formagao de
biofilme in vitro moderada e forte nos isolados de E. coli. Houve o isolamento de Salmonella
spp. na etapa apds a sangria em um dos abatedouros frigorificos, apresentando multirresisténcia
antimicrobiana a pelo menos trés classes de antimicrobianos e fraca capacidade de formar
biofilmes ou ndo formar biofilmes in vitro. Neste mesmo abatedouro frigorifico, também houve
o isolamento de Listeria monocytogenes na carcaga. Os isolados apresentaram resisténcia
antimicrobiana a quatro antimicrobianos testados, e foram fracos formadores de biofilme as
temperaturas de 10 °C, 24 °C e 37 °C, sendo um isolado forte formador a temperatura de 37 °C.
Por ser este o primeiro estudo de caracterizagcdo microbiana em carcagas de suinos no DF, a
identificacdo de cepas virulentas de Escherichia coli, multirresistentes com capacidade
moderada a forte de formar biofilmes, assim como o isolamento de Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes com resisténcia antimicrobiana e com capacidade de formarem biofilmes
demonstram potenciais riscos a saude publica.

Palavras-chave: Suinos, Escherichia coli, Salmonella, Listeria monocytogenes, biofilme,
multirresisténcia antimicrobiana.



ABSTRACT

The aim of this work was to carry out the microbiological characterization of swine carcasses
from the Federal District region by counting Enterobacteriaceae, Escherichia coli and Total
Coliforms, searching for Salmonella spp. and Listeria monocytogenes and to detect of virulence
genes stx/, stx2 and eae for Escherichia coli, as well as antibiogram and verification of biofilm
formation of the isolates. For this, swabs were collected at 5 points on the carcass (leg, loin,
belly pork, armpit and jowls pork) and in 6 stages of the technological process of slaughter,
being them after bleeding, after passing through the epilator, after manual toileting in the dirty
area, before and after evisceration and after the final carcass washing, before cooling the
carcasses, in 2 slaughterhouses between September 2019 and July 2021. In the counts of
Enterobacteriaceae, Escherichia coli and total Coliforms, it was possible to identify the main
contamination points in each slaughterhouse in the 3 collections carried out, being them after
bleeding and after evisceration in the slaughterhouse A, after the manual toilet and after
evisceration in the slaughterhouse B in the 1% collection, and in the 2" collection the step after
the evisceration for the 3 microorganisms. Escherichia coli were isolated in the two
slaughterhouses and Salmonella spp. and Listeria monocytogenes only in slaughterhouse B.
Antimicrobial multidrug resistance was detected in most E. coli isolates, with higher
frequencies of resistance to amoxicillin, ampicillin, chloramphenicol, sulfonamides and
streptomycin. The virulence genes eae, stx] and stx2 were also detected in the E. coli isolates,
with 3 isolates presenting the 3 genes together and antimicrobial multiresistance to at least 6
classes of antimicrobials. Furthermore, a high frequency of moderate and strong in vitro biofilm
formation was detected in E. coli isolates. There was isolation of Salmonella spp. in the stage
after bleeding in one of the slaughterhouses, presenting antimicrobial multiresistance to at least
3 classes of antimicrobials and weak ability to form biofilms or did not form biofilms in vitro.
In this same slaughterhouse there was also the isolation of Listeria monocytogenes in the
carcass. The isolates showed antimicrobial resistance to 4 tested antimicrobials, and were weak
biofilm formers at temperatures of 10 °C, 24 °C and 37 °C, with a strong forming isolate at 37
°C. As this is the first study of microbial characterization in swine carcasses in DF, the
identification of virulent strains of Escherichia coli, multiresistant with moderate to strong
capacity to form biofilms, as well as the isolation of Salmonella spp. and Listeria
monocytogenes with antimicrobial resistance and the ability to form biofilms demonstrate
potential risks to public health.

Keywords: Swine, Escherichia coli, Salmonella, Listeria monocytogenes, biofilms,
antimicrobial multiresistance.
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1 INTRODUCAO

A producdo brasileira de carnes suinas em 2020 foi de aproximadamente 4,5 milhdes de
toneladas, com mais de 1 milhdo de toneladas direcionadas a exportacdo, tendo o mercado
interno absorvido mais de 3 milhdes de toneladas, com consumo de 16 kg por habitante (ABPA,
2021). Nesse contexto, segundo a ABPA (2021), o Brasil foi o quarto maior exportador de carne
suina mundial, ficando o Distrito Federal (DF) responséavel por 0,4% da criacdo brasileira de
suinos, com aproximadamente 200 mil cabegas em 2020 (IBGE, 2021).

Para o Brasil alcancar a posi¢ao de 4° lugar na exportagdo mundial de carnes suinas,
Morés et al. (2018, 2019) e Wilbert et al. (2019) destacam que foi preciso intensificar a
producdo, fato que culminou em altas densidades de animais, modificagdes do manejo
nutricional e ambiental da criagdo, gerando uma pressdo sanitdria e ocorréncia de doengas
(LIMA, 2019). Desta forma, tem sido associado as criagcdes de suinos o uso de antimicrobianos
como método profilatico, metafilatico, terapéutico e como promotores de crescimento, uma vez
que se observou maior desempenho, com maior ganho de peso, melhores taxas de concepgao e
sobrevivéncia de leitegadas (STELLA et al., 2020; OLLE et. al., 2017). Segundo Michael,
Dominey-Howes e Labbate (2014), Silva et al. (2017), Stella et al. (2020) e Oll¢ et al. (2020),
o uso indiscriminado de antimicrobianos na cria¢do de animais e o uso inadequado em humanos
foram fatores que contribuiram para o aumento da resisténcia a antimicrobianos.

A contaminagdo microbioldgica de alimentos é um problema mundial, havendo varios
perigos microbiolégicos associados a doencas de origem alimentar (FAO/WHO, 2011). As
bactérias respondem por dois ter¢os das causas de surtos de doengas de origem alimentar, em
que os animais sdo os principais carreadores da carga microbiana nos produtos de origem
animal, devido as contaminagdes, tanto a partir do contetido gastrointestinal, como das areas do
ambiente de processamento (SAMULAK et al,, 2011; ABEBE e AHMED, 2020).

Os microrganismos mais envolvidos em surtos de doengas transmitidas por alimentos
(DTAs) sdo: Salmonella, Staphylococcus aureus, Campylobacter, Listeria monocytogenes €
Escherichia coli NEWEL et al., 2010; ABEBE e AHMED, 2020; WHITHAM et al., 2021). O
Codex Alimentarius (FAO/WHO, 2016) elaborou um guia, para governos e industrias, para
realizacdo do controle de Salmonella ndo tiféide na obten¢do das carnes bovinas e suinas,
objetivando a reducdo daquele patdégeno causando doenca quando veiculado nestes alimentos.
Desta forma, a legislacao brasileira determina o controle microbioldgico em carcaca de bovinos
e suinos em abatedouros frigorificos com objetivo de avaliar a higiene do processo e reduzir a

prevaléncia de agentes patogénicos (BRASIL, 2018). E ainda, de modo a avaliar as condi¢des
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higiénicas do abate, e acompanhando a tendéncia internacional de andlises, a familia
Enterobacteriaceae foi incluida na avaliagdo de swabs de carcagas a partir de esfregadura das
carcagas apo6s a lavagem final, antes do resfriamento (BRASIL, 2018; BRASIL, 2021a).

As andlises com base na familia Enterobacteriaceae sao realizadas como indicadoras
das condi¢des de higiene do abate, uma vez que podem ser encontradas tanto no ambiente como
no intestino de animais de sangue quente, o que pode indicar a contaminagdo do alimento direta
ou indiretamente por contetido fecal (CORBELLINNI ef al., 2016). Esta familia ¢ composta
por microrganismos Gram negativos, fermentadores de glicose, oxidase negativo e,
normalmente, catalase positivo e redutores de nitrato (BARCO et al, 2014). Dentro dessa
familia de microrganismos, a Escherichia coli é a mais relevante entre aqueles de origem fecal
(BARCO et al., 2014). A maioria das cepas de E. coli ndo causam doengas, mas algumas podem
causar severa doenga de origem alimentar, como a E. coli produtora de shiga toxina, ou STEC,
causadora da sindrome hemolitica urémica (WHO, 2018a). Ela possui ainda outros quatro
grupos de viruléncia: a enteropatogénica (EPEC), enteroagregativa (EAgEC), a enteroinvasiva
(EIEC) e a enterohemorragica (EHEC) (ABEBE e AHMED, 2020).

Também da familia Enterobacteriaceae, a Salmonella spp. € reconhecida como uma das
principais causas de gastroenterite humana no mundo (FAO/WHO, 2016). Sdo divididas em
duas espécies: S. bongori e S. enterica, sendo que a ultima possui os dois mais importantes
sorotipos de Salmonella transmitida dos animais para os humanos: a Salmonella enterica
sorotipo Enterica e a Salmonella enterica sorotipo Typhimurium (WHO, 2018b). A
salmonelose ¢ geralmente adquirida em humanos via alimentos de origem animal
contaminados, apesar de outros alimentos também estarem implicados em transmissdes, como
os vegetais (WHO, 2018b). Suinos sdo conhecidos por serem carreadores assintomaticos de
Salmonella, podendo ocorrer a liberagdo do agente em situagdes de estresse, como no pré-abate,
levando a contaminagdes na carne (KICH & CARDOSO, 2013; BIASINO et al., 2018).

A Listeria monocytogenes também pode ser encontrada em carcacas suinas (PISSETTI
et al., 2012). No entanto, ndo ¢ caracterizada como risco direto em doengas transmitidas por
alimentos, sendo sua pesquisa regulamentada apenas em produtos de origem animal prontos
para o consumo (KICH et al., 2020; BRASIL, 2009).

No Brasil sdo poucos os trabalhos que promoveram a caracteriza¢cdo microbiologica em
carcacas de suinos, sendo que em sua maioria abrangem um ou dois microrganismos, em
especial a Salmonella spp. (PISSETTI et al., 2012; CORBELLINI et al., 2016; ZERO &
RODRIGUES, 2017; PAIM et al., 2019; VIANA et al., 2020; RODRIGUES et al., 2021).

Rodrigues et al. (2021) avaliaram a microbiota de carcacas suinas e utensilios, em abatedouro
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no Rio Grande do Sul, realizando a identificacdo e a contagem de aerdbios mesofilos,
Enterobacteriaceae, Coliformes totais, Coliformes termotolerantes, E. coli, Salmonella spp.,
Staphylococcus aureus e bactérias heterotroficas em oito pontos do abate, e quatro pontos na
carcaga. No Distrito Federal, Silva et al. (2018) realizaram estudo da prevaléncia de Salmonella
spp. em abatedouros de suinos, a partir de amostras de swabs de carcacas e de amostras de
linfonodos mesentéricos.

De acordo com Pinto (2004) e Costa et al. (2020), a avaliagdo de microrganismos nas
carcagas ¢ importante para a realizagdo de uma analise de risco e a identificagdo de pontos
criticos de controle dentro do abate de suinos, devendo haver monitoramento e alteragdo sempre
que necessario. A avaliacdo de risco com base em dados ¢ uma forma de garantir a seguranga
dos alimentos (FAO/WHO, 1999). Desta forma, o objetivo deste trabalho foi realizar a
pesquisa, a identificagdo e a caracterizagdo dos microrganismos Listeria monocytogenes,
Salmonella e Escherichia coli, bem como proceder as contagens de Enterobacteriaceae e de
Escherichia coli em diferentes pontos da carcaga e em diferentes etapas do processamento
tecnoldgico do abate de suinos, em abatedouros frigorificos localizados na regido do Distrito

Federal.
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2 JUSTIFICATIVA

Segundo Adell et al. (2018), no Brasil, o nimero de trabalhos referentes aos agentes
envolvidos em DTAs vem crescendo e abrangendo um maior nimero de microrganismos.
Ainda segundo esses autores, tém sido utilizadas técnicas mais modernas de detecgao, tais como
a caracterizacdo das espécies por sequenciamento de DNA, e a maioria dos artigos publicados
demonstram a presenca do patdgeno, mas ndo o quantificam em determinados alimentos, sendo
que a contagem também ¢ importante para a analise de risco, pois quantifica o risco e direciona
o processo decisorio.

Os principais microrganismos estudados, com o objetivo de verificar a qualidade
higiénico-sanitaria das instalacdes e de procedimentos, sdo aqueles envolvidos em surtos
alimentares, tais como Listeria monocytogenes, Salmonella enterica, Escherichia coli
produtora de toxina Shiga, Campylobacter spp., e Vibrio parahaemolyticus (CE, 2016;
BARRETO, 2017; RIVERA et al., 2018; ADELL et al, 2018).

A presenca desses patdgenos em cada tipo de alimento permite uma melhor analise de
riscos e das estratégias para seu controle e, assim, para a qualidade do produto (BOHAYCHUK;
GENSLER e BARRIOS, 2011; KASE, ZHANG e¢ CHEN 2017). Estudos de caracterizagao
microbioldgicas sdo necessarios para confirmar a efetividade dos programas de Analise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) e Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), usados
na produgdo de carnes em abatedouros para ampliar o mercado, como demonstra¢do de
qualidade quanto aos niveis de higiene das plantas de processamento dos abatedouros, e
também porque podem demonstrar problemas higiénicos no processamento, o que pode refletir
negativamente na imagem da industria alimenticia, quando tem seus produtos recolhidos
(BOHAYCHUK; GENSLER e BARRIOS, 2011; FAO/WHO, 2016).

A qualidade microbioldgica dos alimentos ¢ um aspecto crucial para a saude publica,
em especial quando se fala em patdogenos emergentes em suinos, devido a ocorréncia de
toxinfec¢des ocasionadas pelo consumo de produtos contaminados (GAMARRA, 2007). Como
alguns microrganismos podem sobreviver por longos periodos nos ambientes, os animais
portadores constituem uma fonte de infec¢do, tanto para animais quanto para humanos
(GAMARRA, 2007). Atualmente os métodos tradicionais de isolamento de microrganismos
patogénicos de origem alimentar envolvem o crescimento em meio de cultura, seguido de
isolamento para identificagdo do patdégeno e métodos de diagnostico moleculares, de modo a
garantir maior sensibilidade, especificidade e acuracia (MANDAL et al., 2011; CHOI et al.,
2019).



19

Outro aspecto importante na presenca de bactérias em alimentos, e que vem sendo
discutido mundialmente, é o aumento da resisténcia antimicrobiana (WHO, 2017). De acordo
com Jeannot, Bolard e Plésia (2017), diversos estudos vém relatando a presenca de bactérias
com genes de multipla resisténcia antimicrobiana, em especial, aqueles classificados como de
ultima linha terapéutica, ou antibidticos criticamente importantes para uso em humanos, como
classificado pela Organizagdo Mundial de Saude. E o caso da colistina, uma polimixina que
vem sendo reintroduzida no combate a esse tipo de bactéria em humanos e que foi utilizada
como promotor de crescimento em criagdes animais em alguns paises, como China, India e
Japdo, e no combate de infec¢des intestinais em suinos relacionadas as infec¢des de espécies
da familia Enterobacteriaceae, inclusive no Brasil (KEMPF, JOUY e CHAUVIN, 2016; SUN
et al., 2018).

Em 2015, ap6s a descoberta por Liu et al. (2016) do gene de resisténcia a polimixinas,
mcr-1, mais de 30 paises, nos cinco continentes, relataram a presenca desse gene em cepas de
Enterobacteriaceae a partir de amostras de alimentos, humanos e de amostras ambientais,
elevando a escala na crise da resisténcia a antimicrobianos (JEANNOT; BOLARD ¢ PLESIA,
2017). Além disso, segundo Sun et al. (2018), outras onze variantes genéticas do gene mcr-1,
designadas mcr-1.2 até mcr-1.12 foram identificadas em diferentes paises.

No Brasil, s3o poucos trabalhos a respeito de caracterizagdo microbioldgica em carcagas
de suinos que realizam, além da avaliagdo da microbiota superficial das carcagas suinas, a
avaliacdo do perfil antimicrobiano conjuntamente a deteccdo de genes de viruléncia nos
microrganismos isolados. Kich ef al. (2020) estudaram a frequéncia de Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes ¢ Yersinia enterocolitica em associagdo a andlise de risco em
abatedouros de suinos também no Sudeste brasileiro, em trés abatedouros sob inspecao federal
com realiza¢do de antibiograma.

O Distrito Federal (DF) ndo possui nenhum estudo a respeito da caracterizacio
microbiologica de carcagas de suinos, bem como ndo ha relatos a respeito do perfil de
resisténcia microbiana dos isolados de cepas encontradas em carcagas suinas, nem pesquisa
quanto a deteccdo de genes de viruléncia desses isolados. Desta forma, este trabalho teve por
objetivo promover a caracterizacdo microbioldgica de carcagas de suinos em relagdo a pesquisa
dos microrganismos E. coli, Salmonella spp. e Listeria monocytogenes, avaliando os principais
pontos de contaminagdo no fluxograma de tecnologia de abate. Objetivou, ainda, realizar as
contagens de Enterobacteriaceae, Coliformes totais e E. coli, nas superficies das carcacas de

suinos de abatedouros frigorificos localizados na regido do Distrito Federal, bem como verificar
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o perfil de resisténcia antimicrobiana por meio de antibiogramas e pesquisa de genes de

viruléncia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar a caracterizagdo microbioldgica por meio da contagem de Enterobacteriaceae,

Coliformes totais e Escherichia coli, ¢ o isolamento ¢ a identificacdo de Escherichia coli,

Salmonella spp. e Listeria monocytogenes em superficies de carcagas de suinos oriundos da

regido do Distrito Federal.

3.2 Objetivos especificos

ii.

1il.

1v.

Realizar a contagem de Enterobacteriaceae, Coliformes totais e Escherichia coli da
superficie de carcagas suinas em diferentes pontos da carcacga e em diferentes etapas do
abate;

Realizar o isolamento e a identificagdo dos microrganismos Salmonella spp., Listeria
monocytogenes ¢ Escherichia coli, em diferentes pontos da superficie de carcacas de
suinos e em diferentes etapas do abate;

Realizar o teste de resisténcia antimicrobiana a partir dos microrganismos isolados de
Escherichia coli, Salmonella spp. e Listeria monocytogenes;

Realizar a pesquisa de genes de viruléncia nos isolados de Escherichia coli; e

Realizar o teste de verificacdo da capacidade de formacdo de biofilme in vitro dos
isolados de Escherichia coli, Salmonella spp. e Listeria monocytogenes em diferentes

temperaturas € tempos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Origem das amostras

A pesquisa foi realizada em dois abatedouros frigorificos de suinos (abatedouros
frigorificos A e B), localizados na regido do Distrito Federal, sob inspe¢ao oficial distrital
(SID), entre o periodo de setembro de 2019 a julho de 2021. As industrias aceitaram participar
desta pesquisa de forma espontinea e voluntaria, e os suinos ndo eram oriundos de granjas
integradas. Foram realizadas trés coletas e, em cada coleta, uma carcaga foi selecionada
aleatoriamente e acompanhada em cada etapa do processo tecnologico do abate para a
realizacdo da esfregadura em pontos definidos na superficie da carcaca. Em cada visita,
realizou-se uma coleta, sendo uma coleta/visita no abatedouro frigorifico A e duas no
abatedouro frigorifico B.

As amostras foram obtidas a partir de swabs estéreis de algodao (Absorve®), utilizados
juntamente com moldes esterilizados de poliamida e de aco inox, respectivamente de area de 9
cm?, na coleta do abatedouro frigorifico A, e de 100 cm?, na coleta do abatedouro frigorifico B.
Os swabs eram previamente umedecidos em agua peptonada a 0,1% estéril e, apds a
esfregadura, eram depositados individualmente em tubos contendo essa solugdo de transporte,
de acordo com o protocolo descrito por Corbellini et al. (2016) e Davanzo et al. (2021).

Foram selecionados cinco pontos/locais na carcaca de suino e seis pontos/etapas do
processamento tecnologico do abate de suinos. Os pontos/locais escolhidos para coleta das
amostras de swabs nas carcacas dos suinos seguiram os protocolos descritos por Matsubara
(2005), do Manual de Coleta de Amostras de Produtos de Origem Animal do MAPA (BRASIL,
2017) e por Cé (2016). Desta forma, os pontos/locais amostrados nas carcacas de suinos foram:
pernil, lombo, barriga, axila e papada. Para cada ponto/local, foi utilizado um swab estéril
(Absorve®).

As coletas realizadas nos pontos das carcacas foram amostradas em cada uma das etapas
selecionadas do processo tecnologico do abate, as quais foram: apds a sangria, apds a
depiladeira, apo6s a depilagdo manual (toalete), antes e apds o procedimento de evisceragdo e
apos a lavagem da carcaga na area limpa, antes da entrada da carcaga na camara de resfriamento.
Desta forma, a mesma carcaca, selecionada aleatoriamente, foi acompanhada coletando-se
amostras de swabs nesses seis pontos/etapas do processo tecnologico do abate, perfazendo para
cada abatedouro frigorifico 30 amostras de swabs, sendo o total de 90 amostras para os dois

estabelecimentos.
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4.2 Contagem de Enterobacteriaceae, Escherichia coli e Coliformes totais

Para a contagem de Enterobacteriaceae, Coliformes totais e Escherichia coli, utilizou-
se o0 método AOAC - Association of Official Analytical Chemists (SILVA et al., 2017), com
placas da 3M™ Petrifilm ™ Enterobacteriaceae Count Plate (EB) e Petrifilm ™ 3M™ E.
coli/Coliform Count Plate (EC). Para a realizagdo da analise, seguiram-se as recomendacdes do
fabricante, sendo inoculado Iml da solu¢do de transporte (dgua peptonada a 0,1%), apos
homogeneizagdo dos tubos de ensaio contendo os swabs, em cada placa 3M™ Petrifilm™ de
Enterobacteriaceae, Escherichia coli e Coliformes totais, sendo as placas posteriormente
incubadas em estufa bacteriologica (Quimis®), a 35 °C + 1 °C, durante 24 horas.

Também foi utilizada a metodologia de contagem em profundidade em é4gar violeta
vermelho bile glicosado - VRBG (Acumedia®), de acordo com a norma ABNT NBR ISO
21528-2:2020, para a contagem de FEnterobacteriaceae. Dessa forma, a contagem de
Enterobacteriaceae neste estudo foi realizada utilizando-se placas 3M™ Petrifilm™ e
inoculagdo em agar VRBG (Acumedia®), de acordo com a disponibilidade dos produtos para
realizacdo dos experimentos. Apds a inoculagao das amostras nos meios de cultivo, estes foram
incubados a temperatura de 35 °C por 24 horas em estufa bacteriologica (Quimis®).

Os valores obtidos das contagens de cada andlise foram também convertidos em

resultados logaritmicos.

4.3 Isolamento de Escherichia Coli, Salmonella spp. e Listeria monocytogenes

Os isolamentos foram realizados com as amostras de swabs da primeira e unica coleta
do abatedouro frigorifico A e da segunda coleta do abatedouro frigorifico B.

Para o isolamento de E. coli, os swabs foram semeados diretamente em placas de Agar
Eosina Azul de Metileno (EMB) (KASVI®), as quais foram incubadas a 37 °C durante 24 horas
em estufas bacteriologicas (Quimis®). As colonias consideradas tipicas, ou seja, com
desenvolvimento de coldnias preto-azuladas com reflexo verde metalizado, caracteristicos de
E. coli, Gram negativas e oxidase negativas foram submetidas as provas bioquimicas de Citrato
Simmons, Indol, Teste de vermelho de metila (VM) e Voges-Proskauer (VP) seguindo o
protocolo descrito por Silva et al. (2017) para a confirmagdo do microrganismo.

Para o isolamento de Salmonella spp., seguiu-se a metodologia preconizada pela ISO
6579/2002 (ISO, 2002). Apdés homogeneizacao dos tubos de ensaio contendo os swabs, foi

aliquotado 1 ml da solucdo de transporte e transferido para tubos contendo 9 ml de agua
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peptonada tamponada a 1% (KASVI®), os quais foram incubados em estufa bacterioldgica
(Quimis®) a 37° C por 24 horas. Apos esse periodo, foi transferido 1 ml dessa solugdo para 10
ml de caldo Tetrationato (Merck®), que foi incubado em estufa bacteriologica (Fanem®) a 42
°C por 24 horas, € 0,1 ml para 10 ml de Caldo Rappaport Vassiliadis (Merck®), incubado em
estufa bacterioldgica (Quimis®) a 35 °C por 24 horas. Posteriormente, com o auxilio de uma
alca de niquel-cromo, os caldos supracitados foram plaqueados por esgotamento em estrias em
meio seletivo Agar Verde Brilhante Vermelho de Fenol (BPLS) (Acumedia®) e agar XLD
(Merck®) e incubados a 37 °C (agares BPLS e XLD) por 24 horas. Para as colOnias sugestivas,
ou seja, aquelas que se apresentavam em agar vermelho e coldnias com centro enegrecido no
agar XLD, e no agar BPLS, com halo vermelho e esbranquicadas, realizaram-se os testes
bioquimicos em agar Triplice Agucar Ferro (TSI) (Acumedia®), hidrolise da ureia, pesquisa da
producdo de indol, prova de Voges-Proskauer (VP), prova do Vermelho de Metila (VM) e prova
de utilizacdo do citrato, de acordo com Silva et al. (2017). Realizou-se também a técnica de
Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para identificacdo e confirmacao do género Salmonella
spp., de acordo com Freitas et al. (2010) e Alvarez et al. (2004).

Para o isolamento de Listeria monocytogenes, utilizou-se a metodologia preconizada
por Ryser & Donnely (2015). A partir da solug@o de transporte a 0,1% contendo os swabs,
homogeneizada, transferiu-se 1 ml para o caldo UVM (Acumedia®), sendo este incubado a 35
°C durante 24 horas. Posteriormente, inoculou-se 0,1 ml a partir do UVM (Acumedia®) em 10
ml de Caldo Fraser (Acumedia®), incubando-se a 35 °C por 24 horas. Apos esse periodo, os
tubos de caldo Fraser que apresentaram hidrolise da esculina foram plaqueados com auxilio de
uma al¢a de niquel-cromo por esgotamento em placas de agar Oxford Modificado (MOX)
(KASVI®), que foram incubadas a 35°C por 24 horas. Os tubos de caldo Fraser que ndo
apresentaram hidrolise da esculina foram mantidos incubados a 35 °C por mais 24 horas, antes
de serem descartados. As coldnias pequenas e com halo de hidrélise de esculina foram
transferidas para caldo Brain Heart Infusion (BHI) (KASVI ®) ¢ incubadas a 37 °C por 18 a 24
horas para realizagdo do teste de turbilhonamento, com goticula retirada do caldo BHI,
coloragdo Gram, teste da catalase e teste de verificagdo de hemolise. Para a identificacao e
confirmagdo da Listeria monocytogenes, utilizou-se a técnica de andlise de Reagcdo em Cadeia

da Polimerase (PCR), conforme preconizado por Kérouanton et al. (2010).
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4.4 Confirmacao dos isolados de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes por PCR.

Para confirmagdo molecular dos isolados de Salmonella spp., foram utilizados os
primers OMPCF e OMPCR (ALVAREZ et al., 2004), para detec¢do do gene ompC, seguindo-
se o protocolo descrito por Freitas et al. (2010).

Para a amplificacdo do género Salmonella spp., primeiramente as colOnias eram
purificadas em agar XLD (Merck®) e posteriormente cultivadas em agar nutriente (KASVI®),
de onde eram coletadas por arrasto, com o auxilio de ponteiras previamente esterilizadas, e
inseridas em microtubos contendo 100 pl de 4gua milliQ. Os microtubos eram submetidos a
fervura por 10 minutos. Utilizava-se, entdo, Sul do produto da fervura (com estimativa de 5
ng/pul de concentragdo de DNA total), na reagdo que continha: 0,5ul de cada primer na
concentragdo de 5 pmoles/ ul, 2U de Taqg DNA polimerase (PHT®), 2mM de
desoxirribonucleotideos fosfatados (Invitrogen®), tampao 1X (200 mM Tris-HCI, pH 8.4, 500
mM KCI - PHT®), 1.5 mM de MgCI12 (PHT®). O volume final da reagdo foi de 25 pl.

A PCR foi realizada em aparelho termociclador (MyCycler termal cycler — Bio-rad®),
iniciada por 1 ciclo de desnaturacao de 2s a 94 °C, seguida por 30 ciclos de Imin a 94 °C para
amplificacdo, Imin a 57 °C para o anelamento e 2min e 30s a 72 °C para o alongamento, seguido
de um ciclo de extensdo final por Smin a 74 °C anteriormente ao resfriamento a 4 °C.

Para a confirmagdo molecular da espécie Listeria monocytogenes, utilizou-se o
protocolo descrito por Kérouanton ef al. (2010), utilizando-se os primers LIP1 e LIP2, para o
gene prfA, e os primers PRS1 e PRS2 para o gene prs, em reagdes multiplex de volume final
de 25 pl. Cada reagdo foi composta por 0,5 pl de cada primer, 2U de Taq DNA polimerase
(PHT®™), 2mM de desoxirribonucleotideos fosfatados (Invitrogen®), tampao 1X (200 mM Tris-
HCI, pH 8.4, 500 mM KCI - PHT®), 1.5 mM de MgCI2 (PHT®).

Para a amplificacdo da Listeria monocytogenes, realizou-se um ciclo de desnaturacio
de 3min a 94 °C, seguidos por 35 ciclos de 40s de amplificacdo a 94 °C, 45s de anelamento a
temperatura de 53 °C, Iminl5s de alongamento a 72 °C, seguido de um ciclo de extensao final
de 72 °C durante 7min.

Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose (Invitrogen®) 2%, corado
com brometo de etidio (0,5 pg/ml), em aparelho de transiluminador (Imagequant —
Gelifesciences) e em fotodocumentador (Major Science UVDI®), e os produtos da PCR
esperados eram de tamanho 204 bp para Salmonella spp., e de 370 bp, para o gene prs e 274bp

para o gene prfA, para confirmacao de Listeria monocytogenes.
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4.5 Antibiograma dos isolados

As amostras isoladas de Escherichia coli, Salmonella spp. e Listeria monocytogenes
foram submetidas ao antibiograma pela técnica de disco difusdo, padronizado pelo manual do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). Os isolados foram repassados em
placas de agar nutriente (KASVI®) e incubados a 37 °C por 24 horas. Logo ap0s, as col6nias
eram suspensas em solu¢do salina 0,85% estéril até se obter uma turva¢do compativel com a
escala de Mac Farland (1x10® UFC/ml). Com um swab estéril embebido nessa solug¢io,
realizou-se o esfregago em placas com agar Muller Hinton (KASVI®), semeando-se em toda a
superficie. Para o antibiograma dos isolados de Sal/monella spp. e Escherichia coli, foram
colocados cinco discos (SENSIDISC DME®) sobre a superficie do 4gar, com as seguintes bases
farmacologicas:

Quinolonas: 4cido nalidixico (NAL: 30 pg), ciprofloxacino (CIP: 5 pg);

e [-Lactdmicos: amoxicilina (AMX: 10 pg), ampicilina (AMP: 10 ug);

e Cefalosporinas: cefazolina (CFZ: 30 ug), ceftazidima (CAZ;30 pg);

e Anfenicois: cloranfenicol (CLO: 30 pg);

e Polimixina: colistina (COL: 10 pg);

e Tetraciclinas: tetraciclina (TET: 30 pg), doxiciclina (DOX: 30 pg);

e Macrolideos: eritromicina (ERI: 15 pg);

e Aminoglicosideos: estreptomicina (EST: 10 pg), gentamicina (GEN:10 pg);
e Sulfonamida: sulfonamidas (SUL: 300 pg).

Para o antibiograma de Listeria monocytogenes, também foi utilizado o agar Muller
Hinton Sangue 5% (LB Laborclin®) e os discos com os seguintes antibioticos:
e Ampicilina (AMP: 10 ug) (DME®):
e Eritromicina (ERI: 15 ug) (DME®):
e Meropenem (MER: 10 pg) (CECON®): ¢
e Sulfazotrim (SUT: 1,25 pg trimetoprim + 23,75 ug sulfametoxazol) (CECON®).

Os resultados seguiram o padrao CLSI M100-ED31:2021 (CLSI, 2021), exceto para
colistina, para o qual foram utilizados os limites estabelecidos previamente por Gales, Reis e
Jones (2001), adotando-se como resisténcia as areas < 11 mm e sensivel as areas > 14 mm,
mesmo o teste de disco-difusdo ndo sendo considerado o melhor método. Para os resultados de

Listeria monocytogenes, foi utilizado o padrao EUCAST (2021).
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4.6 Pesquisa de Genes de viruléncia de Escherichia coli por PCR

Foram pesquisados por PCR os genes de toxina de Shiga tipos 1 e 2 (Stx/, Stx2) e o gene
eae, que € uma intimina responsavel pelo mecanismo de viruléncia de "attaching and effacing",
de acordo com China, Pirson ¢ Mainil (1996).

Todas as reagdes continham um volume final de 25 pl, sendo 5 pl do produto da fervura
(10 minutos) das colonias em adgua milliQ, contendo 5 ng/ul de DNA total estimado, tampao
1X (200 mM Tris-HCI, pH 8.4, 500 mM KCI - PHT®), 2,0mM de dNTPs, 2U de tag DNA
polimerase (PHT®), 2mM de desoxirribonucleotideos fosfatados (Invitrogen®), 3 mM de
MgCI2 (PHT®) e primers nas concentragdes de 1 uM. Todas as reagdes ocorreram em
termociclador MyCycler (BioRad®). Os genes utilizados e as condi¢des de desnaturagio,
anelamento e extensdo foram aquelas utilizadas pelos autores listados na Tabela 2, bem como
o tamanho do amplicom gerado em gel de agarose 1,5 % (Invitrogen®), corado com brometo
de etidio (0,5 pg/ml), visualizado em aparelho de transiluminador (Imagequant —
Gelifesciences®) e em fotodocumentador (Major Science UVDI®). Os controles positivos para
os genes stx/., stx2 e eae foram utilizados da bacterioteca do Laboratorio de Microbiologia de

Alimentos/FAV/UnB.

Tabela 1. Lista de primers utilizados para detec¢do de genes de viruléncia nos isolados de

Escherichia coli.

Gene/ Tamanho  Temperatura de

nome Sequéncia de nucleotideos (5'-3") (pb) anelamento (°C) Referéncia

Stx-1 F-AGA GCG ATG TTA CGG TTT G 388 50 ecﬁ:::;ifliz(;%
R-TTG CCC CCA GAG TGG ATG ’

China, Pirson

Stx-2 F- TGG GTT TTT CTT CGG TAT C 807 50 Maiil 1906
R- GAC ATT CTG GTT GAC TCT CTT ¢ ’

China, Pirson
F- AGG CTT CGT CAC AGT TG o

eae R-CCA TCG TCA CCA GAG GA 570 50 ¢ Mainil, 1996

4.7 Avaliacao da capacidade de formacao de biofilme in vitro

Os isolados de Escherichia coli, Salmonella spp. e Listeria monocytogenes foram
submetidos ao protocolo descrito por Djordjevic, Wiedmann e McLandsborough (2002) e

adaptado por Borges et al. (2018), para avalia¢do da capacidade de formagao de biofilmes in
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vitro. Uma colonia de cada isolado, de cada etapa do abate e carcaga, foi repassada em agar
Triple Soy (TSA) (Acumedia®) e incubada a 37 °C, durante 24 horas em estufa bacteriologica
(Quimis®). A partir do crescimento, uma colonia era transferida para 10 ml de caldo Triple Soy
sem glicose (TSB) (KASVI®) e incubada em iguais condigdes. Posteriormente, aliquotas do
caldo foram transferidas a 2 ml de caldo TSB até que apresentasse nivel de turvagdo igual ao
da escala 1 de MacFarland (Probac do Brasil®), ou seja, equivalente a 3x10% UFC/ml.

Desta diluicao, 200 pl de cada amostra foram transferidos, em triplicata, nos pocos de
uma microplaca de poliestireno de 96 pogos estéril (Kartell®). Os trés primeiros pogos foram
preenchidos com 200 pl de caldo TSB sem amostra, como controle negativo. Foram
preenchidas trés placas para serem incubadas a 37 °C, 25 °C e 10 °C. As temperaturas a 37 °C e
25 °C foram realizadas em estufa bacteriologica (Quimis® e Fanem®, respectivamente), para a
temperatura de refrigeragdo a 10 °C, as placas foram incubadas em geladeira (Eletrolux®). Cada
temperatura foi incubada nos seguintes tempos: 24 horas, 48 horas e 72 horas. As placas foram
cobertas com papel filme e incubadas aerobicamente.

Ap6s o periodo de incubagdo, os indculos eram retirados com auxilio de pipeta para
posterior lavagem. A lavagem foi realizada com solucao salina a 0,9% estéril, por trés vezes.
Apos a lavagem, as placas secavam em temperatura ambiente, dentro da capela de fluxo laminar
por 15 minutos. Apds a secagem, foram adicionados 200 ul de metanol PA (Vetec® — Sigma-
Aldrich) em cada pogo, agindo por 15 minutos e retirado por inversdo da placa, deixando-a
secar, novamente por 15 minutos, em temperatura ambiente, dentro da capela de fluxo laminar.
Ap0s a secagem, adicionaram-se 200 ul de cristal violeta de Hucker 1% (Newsprov®) para corar
as areas de aderéncia dos isolados, deixando agir por 10 minutos e procedendo-se a nova
lavagem, com d4gua corrente, e secagem em temperatura ambiente. Posteriormente,
adicionaram-se 200 pl de acido acético a 33% (J. T. Baker®) em cada pogo para realizagdo da
leitura em leitor de ELISA (Biotek®ELx800), em comprimento de onda de 490 nm.

O resultado foi considerado a média das leituras dos trés pogos de cada amostra e
comparou-se ao controle negativo (DOn). De acordo com Stepanovi¢ et al. (2000), as
interpretacdes para a capacidade de formacao de biofilme foram:

e Naio formador de biofilme (NF), quando a densidade 6ptica do isolado (DOi) foi menor
ou igual a DOn (DOi < DOn);

e Fracamente formador (FF), quando a DOn < DOi < 2x DOn;

e Formador de biofilme moderado (FM), se 2xDOn < DOi <4xDOn; e

e Forte formador de biofilme (FFO), se 4xDOn < DOi.
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A andlise estatistica dos dados foi realizada para verificar a capacidade de cada bactéria
e de cada isolado de formar biofilme por andlise de correspondéncia, teste do Qui-quadrado e
teste de Fisher quando pertinente, verificando—se a maior ou menor capacidade de formagao
entre as temperaturas, tempos e entre os locais de coleta no abate e nos locais de coleta na
carcaga. Todas as andlises foram efetuadas utilizando o software SAS® (v.9.4, Cary, North

Carolina) em nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Contagem de Enterobacteriaceae, Escherichia coli e Coliformes Totais

Os resultados da contagem de Enterobacteriaceae, de Coliformes totais e Escherichia
coli obtidos de cada local/ponto da carcaga de suinos, bem como de cada etapa do
processamento tecnoldgico do abate de suinos, por coleta e para cada abatedouro frigorifico A

e B, encontram-se descritos na Tabela 2.
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Tabela 2. Resultados das contagens de Enterobacteriaceae, Coliformes totais e Escherichia

coli nas diferentes partes/pontos da carcaga de suinos e nas diferentes etapas do

processamento tecnologico do abate de suinos, em UFC/cm?, nos abatedouros frigorificos A e

B localizados na regido do Distrito Federal. (continua)
Coletas Parte/ ponto da Carcaca M:rdalla
Etapa do por & da
processamento Abate- Microrganismo carcaga
do tecnoléogico douro 8 1 2 3 4 5 a ¢
do abate frigorifico Pernil Lombo Axila Barriga Papada 08
UFC/
AouB 2
cm’)
2,5x 1,3x 9,2 x 2,6 x
Enterobacteriaceae 10° 10! 10° 10 NR*
(2,40 (L,11 (2,96 (2,41 2,56
log) log) log) log)
1* Coleta 18x  09x 82x  26x
(A) Coliformes totais 10 10' 10' 10! *
226 (095 (191 (41 MR 1.87
log) log) log) log)
. 1,0 x 0,2 x 7,0 x 2,1 x
E. coli i ’ ’ ’ NR *
10? 10! 10! 10! 1,69
8,0x 6,1 x 4,0x 6,0 x 1,4 x
Enterobacteriaceae 10' 10' 10! 10! 10 1.88
19 (1,77 (1,60 (1,60 (2,15 ’
log) log) log) log) log)
2 Colet . . >10*  0,6x >10* >10* >10*
Apés a ol Coliformes totais  (egty 10" (est)  (est)  (est) 3,90
sangria (B) 4,0 (0,78 4,0 4,0 4,0
log) log) log) log) log)
0,4 x 0,3x
E. coli 10! T LA (A [
(est) (est) (est) (est) (est) ’
0,8 x 1,2x 0,6 x 9,8 x
Enterobacteriaceae ok 10' 10° 10° 10
NC 19 308 (1,77 (@9 2%
log) log) log) log)
3% Coleta
2,0x
(B) . . 10! NC** 5,82X 2,01x 43 2x
Coliformes totais (1,3 -3 10 10 10 232
’ (2,76 (1,3 (2,63 ’
log) log)
log) log) log)
E. coli NC**  NC** 21’%2" NC**  21x 1,99

10°
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Tabela 2. Resultados das contagens de Enterobacteriaceae, Coliformes totais e Escherichia

coli nas diferentes partes/pontos da carcaga de suinos e nas diferentes etapas do

processamento tecnologico do abate de suinos, em UFC/cm?, nos abatedouros frigorificos A e

B localizados na regido do Distrito Federal. (continuagao)
Coletas M¢dia
Etapa do por Parte/ ponto da Carcaca geral
processamento Abate- Microrganismo Cardci a
do tecnoléogico douro (Io ¢
do abate frigorifico 1 . 2 3. 4. 5 g
AouB Pernil Lombo Axila Barriga Papada UF(;)/
cm
3.9 x 32x 3,8x 2,1 x 2,8x
Enterobacteriaceae iol 107 10! 107 107 295
(1,59 (2,50 (1,58 (2.32 (2,45 ’
lojg) log) log) log) log)
12 Coleta 26x 3,1x 9,1x 2,9 x 5,3x
(A) Coliformes totais {01 10! 10! 10' 10' 1.66
(141 1,49 (1,96 (1,46 (1,76 ’
lo’g) log) log) log) log)
E. coli 2,1 x 1,3x 0,7x 0,2 x 0,4 x 0.97
10! 10! 10! 10! 10! ’
0,4 x 29x 49x 2,0x 3,3x
Enterobacteriaceae 10! 10! 10! 10! 10! 1.43
(0,6 (1,46 (1,69 (1,30 (1,52 ’
log) log) log) log) log)
Apos a 22 Coleta 3,0x . . 21x .
depiladeira Colif totai 10! > 10 > 10 10? > 10
(B) olitormes totais (est) (est) (est) 3,78
038 4oy @dlog @2 (@log)
log) & & log) &
E coli 1{31" 12x  19%  09x  20x 4
10! 10! 10! 10! ’
12 x 6,0 x 2,8 x 34x 4,8x
Enterobacteriaceae ioz 10! 107 107 107 241
(2,08 (1,78 (2,45 (2,53 (2,68 ’
lo’g) log) log) log) log)
3% Coleta
(B) I,3x  80x 20x 2,0x 2,6x
2
Coliformes totais 10 10' 10' 10' 10° 271
(2,11 (1,90 (1,30 (1,30 (2,41 ’
log)  log)  log)  log)  log)
E. coli NC**  NC**  NC** NC**  NC** 3
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Tabela 2. Resultados das contagens de Enterobacteriaceae, Coliformes totais e Escherichia

coli nas diferentes partes/pontos da carcaga de suinos e nas diferentes etapas do

processamento tecnologico do abate de suinos, em UFC/cm?, nos abatedouros frigorificos A e

B localizados na regido do Distrito Federal. (continuagao)
Coletas Média
por Parte/ ponto da Carcaca geral
Etapa do Abate- da
processamento Microrganismo carcaca
do tecnolagico (lo
do abate frigorifico 1 ) 2 3. 4. S g
Pernil Lombo Axila Barriga Papada UFC/
AouB cm’)
Sif)zx 32x  42x  3,0x
Enterobacteriaceae * 10! 10° 10
(120’5)4 NR®™ 150 (62 (a8 2
£ log) log) log)
" Coleta Lan 38X 36x  20x
(A) Coliformes totais ioz 10! 10' 10' NR* 1.77
15 (LS8 (156 (130 ’
B o) log) o)
0g)
E. coli 1,0 x 0,9 x 1,3x "
9£1x o o o NR 1,51
77 4,0 x 2,8 0,4 x 2,9x
Enterobacteriaceae iOl 10! x 10' 10! 10? 1.94
(go (6 (145 (06 (246 ’
10,g) log) log) log) log)
Apos a toalete 22 Coleta
manual . , ¢ >10*  >10* >10" >10°
(B) Coliformes totais ?els(t)) (est) (est) (est) (est) 5,61
(6log) (4log) (4log) (4log) (61log)
E coli 30x  L5x  Llx  >10*
2X 00 100 10 (e 1,57
24x 12X Nee 03X News
Enterobacteriaceae ioz 102 (0,001 10’ (0,001 1,86
2,08 07
(2,38 1 3 log) ) 3 log)
log) 0g) 0g)
3% Coleta
(B) 40x  O0x AOX T Gom o
Coliformes totais 1 10 10 - -
10 (-3,0 (-3,0 1,45
(1,78 (1,60
(1,60 log) log) log) log)
log) & g
E. coli NC**  NC** 2,0x NC**  NC** 0,6

10!
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Tabela 2. Resultados das contagens de Enterobacteriaceae, Coliformes totais e Escherichia
coli nas diferentes partes/pontos da carcaga de suinos e nas diferentes etapas do

processamento tecnologico do abate de suinos, em UFC/cm?, nos abatedouros frigorificos A e

B localizados na regido do Distrito Federal. (continuagao)
Média
Coletas
Parte/ ponto da Carcaca geral
Etapa do por da
processamento Abate- . .

. . Microrganismo carcaca
do tecnolagico douro (lo
do abate frigorifico 1 2 3 4 5 UF(gI /

AouB Pernil Lombo Axila Barriga Papada cm?)

43x 23x 2,5x 5,0x 2,7x

Enterobacteriaceae 10° 10° 102 10' 10° 2,39
(2,63 (2,36 2,4 (1,7 (2,43 ’

log)  log)  log) log)  log)

1* Coleta 2%
e 40x 24x  47x  29x
(A) ; : 10 10! 10! 10! 10!
Coliformes totais (2,34 1.86
10’ ) (1,60 (1,38 (1,67 (1,46 ’
¥ log) log) log) log)
E. coli 24x e 27X 0,9 x
1,27 X o NC 10! 101 1,66
10
2,7x 39x 3,6 x 0,7x 6,6 X
Enterobacteriaceae 10' 10' 10! 10’ 101 1,54
1,43 (1,59 (1,56 (0,84 (1,82 ’
log)  log) log) log)  log)
Antes da 22 Coleta

S0t s10t >0t MO0 100
(B) Coliformes totais (est) (est) (est) (est) (est) 4,0

(4log) (4log) (4log) . 4 4

evisceracio

log) log)
E. coli 1’1 X 1’3 X 1’4 X 0’7 X 0,8 X 1.03
10! 10! 10! 10! 10! ’
6.0 20x 0,1x NC** NC**
,0 X
Enterobacteriaceae ! 10 10! (0,001 (0,001 191
(1,3 (] 3 -3 ’
(1,78 log) log) log) log)
log) g g
32 Coleta
(B) . . 2,0 X
Coliformes totais 10! NC**  NC**  NC**  NC** 0,6
(1,30
log)
E. coli 2,0x NC** NC** NC** NC** 0,6

10!
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Tabela 2. Resultados das contagens de Enterobacteriaceae, Coliformes totais e Escherichia

coli nas diferentes partes/pontos da carcaga de suinos e nas diferentes etapas do

processamento tecnologico do abate de suinos, em UFC/cm?, nos abatedouros frigorificos A e

B localizados na regido do Distrito Federal. (continuagao)
Coletas por Parte/ toda C Média
Etapa do Abate- arte/ ponto da Carcaca geral da
processamento douro Microrganismo carcaga
do tecnoléogico frisorifico (log
do abate fo B L2 3 4 5 UFC/
u Pernil Lombo Axila Barriga Papada cm?)
62x 28x 44x 54x 22x
Enterobacteriaceae 10! 10' 10 10' 10 221
(1,79 (1,45 (2,64 (1,73 (2,34 ’
log) log) log) log) log)
1* Coleta
(A) 39x  73x 47X 8,4 x
Coliformes totais 10 10' 10! NR* 10' 217
2,59 (1,78 (1,67 (1,92 ’
log) log) log) log)
E. coli 34x  38x  29x «  29x
10? 10! 10! NR 10! 2,04
Loxy 0 5y g3 13X
10 2 2 3 10
Enterobacteriaceae  (egt.) x10 x10 x10 (est.) 2,91
(223 (249 (3,11
(3,0 log) log) log) (3,11
log) log)
Apos a 2% Coleta
evisceracio B) e 10 1 > 106 > 106
Coliformes totais (est) (est)  (est)
(est) % (est) % © 6,0
(6log) (6log)
log) log) log)
E. coli ¢ >10° >10° >10° >10°
>(els?) (est) (est) (est) (est) 6,0
12 x 80x 3,6x 14x 04x
Enterobacteriaceae ioz 10° 10! 107 10! 234
(2.08 2,9 (1,5 (2,05 (0,6 ’
’ log) log) log) log)
log) g g g
3* Coleta 60x 22x 18x 20x 20x
B) Coliformes totais 10' 10 10 10' 10' 2.0
1,78 (2,34 (2,26 (1,30 (1,30 ’
log) log) log) log) log)
E. coli 2,0x 6;%1" NC**  NC* NC* 1,20

10!
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Tabela 2. Resultados das contagens de Enterobacteriaceae, Coliformes totais e Escherichia
coli nas diferentes partes/pontos da carcaga de suinos e nas diferentes etapas do

processamento tecnologico do abate de suinos, em UFC/cm?, nos abatedouros frigorificos A e

B localizados na regido do Distrito Federal. (continuagao)
Meédia
Etapa do Coletas por Parte/ ponto da Carcaca geral
processa- Abatedouro ) . da
mento do frigorifico Microrganismo carcag
tecnologico 1 ) 3 4 5 a (log
do abate AouB Pernil Lombo Axila Barriga Papada UFC/
cm?)
1,1 x
102 51x 33x 3,2x 1,8 x

Enterobacteriaceae 10! 10! 10! 10!
@04 as2 as0 26 b9

log) log) log) log) log)
1¢ Coleta 41’%1" 12x  91x 22x 91x

Coliformes totais 10 10! 10! 10!
&) (L6909 (196 (134 @96 88

9 log)  log) log) log)
E. coli 33x  87x 44x  02x 4,0x 161
10! 10! 10! 10! 10! ’
Apos a
lavagem 75x  72x 1,02x 1,52x 1,52x
antes da Enterobacteriaceae 10' 10' 10 10 10
entrada na (1,87 (1,86 (est.)  (est)  (est) 2,04
camara fria log) log) 2,0 2,17 (2,17
log) log) log)
22 Coleta
6 6 6
(B) . > 106 > 106 >10 >10 >10
Coliformes totais (est) (est) (‘zzt) (‘zzt) ((256'5) 6.0
6lo 6
R I e
E. coli >10*  >10* >10* >10* > 10 4,0
(est) (est) (est) (est) (est) ’
Enterobacteriaceae NC**  NC**  NC**  NC** NC**  _3*x*
32 Coleta
®) Coliformes totais NC**  NC**  NC** NC** NC** LT
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(***) Em razdo do ndo crescimento, adotou-se o valor 0,001 para a conversdo em logio.

(est) Valor estimado em razio de serem incontaveis ou haver aglomeragdes no meio de cultura.
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5.1.1 Enterobacteriaceae

Nas Figuras 1, 3 e 5, encontram-se os resultados obtidos das contagens de
Enterobacteriaceae em UFC/cm?, e nas Figuras 2, 4 € 6, estes mesmos resultados convertidos
em log UFC/cm?, por partes da carcaga de suino, dos abatedouros frigorificos A e B, por coleta

e por cada etapa do processamento tecnolégico do abate.

Figura 1. Contagem de Enterobacteriaceae na carcaca de suino da 1? coleta realizada no
abatedouro frigorifico A, por etapa do processamento tecnologico do abate de suinos e por

local/ ponto na carcaga
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Figura 2. Contagem de Enterobacteriaceae na carcaga de suino da 1? coleta realizada no
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abatedouro frigorifico A, por etapa do processamento tecnologico do abate de suinos e por

Figura 3. Contagem de Enterobacteriaceae na carcaga de suino da 1? coleta realizada no

local/ ponto na carcaga, em log UFC/ cm?.
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Figura 4. Contagem de Enterobacteriaceae na carcaga de suino da 1? coleta realizada no
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abatedouro frigorifico B, por etapa do processamento tecnologico do abate de suinos e por

Enterobacteriaceae log UFC/cm 2

Figura 5. Contagem de Enterobacteriaceae na carcaga de suino da 2* coleta realizada no
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Figura 6. Contagem de Enterobacteriaceae na carcaga de suino da 2* coleta realizada no
abatedouro frigorifico B, por etapa do processamento tecnologico do abate de suinos e por
local/ ponto na carcaga, em log UFC/cm?.
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De uma maneira geral, ndo existem muitos trabalhos no Brasil que realizaram a
contagem de Enterobacteriaceae em carcagas de suinos por local/ponto na carcaga, sendo este
o primeiro na regido do Distrito Federal, levando-se em considera¢do que o parametro para esta
contagem foi instituido no Brasil em 2018 (BRASIL, 2018), sendo recente no pais, o que por
sua vez justifica a auséncia de trabalhos relacionados. As Figuras de 1 a 6 e a Figura 7
evidenciam um perfil similar para os abatedouros frigorificos A (12 coleta) e B (22 coleta), com
picos nas etapas ap0s a sangria e ap0s a evisceragao, corroborando os trabalhos de avalia¢do de
qualidade higiénica de carcacas de suinos, na Irlanda, realizados por Wheatley et al. (2014), os
quais descreveram maior contaminagdo na papada e na barriga apds a evisceragdo, € menor
contaminag¢do no pernil.

Verificou-se uma maior contaminagdo ap6s a toalete manual na barriga e papada do
abatedouro frigorifico A (1? coleta), na papada no B (1? coleta) e no pernil e no lombo em B,
na segunda coleta.

A média logaritmica geral da carcaca para Enterobacteriaceae, que foi obtida do
somatorio de todos os pontos/partes da carcaga dos suinos dos resultados logaritmicos, obtidos
neste estudo na etapa de antes da escaldagem, para o abatedouro frigorifico A (1? coleta), foi
de 2,56 log UFC/cm? e B o valor de 1,88 log UFC/cm? (12 coleta) e 2,67 log UFC/cm? (22

coleta), Tabela 3 e Figura 7. Esses resultados foram menores que o valor médio da carcaga de
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suinos de 3,5 log UFC/cm? obtido por Corbellini et al. (2016), em estudo realizado com carcagas
de suinos em abatedouros frigorificos localizados na regido sul do Brasil. Embora os resultados
deste estudo tenham sido obtidos de uma tnica carcaca, para cada um dos abatedouros
frigorificos e para cada uma das coletas realizadas, esses resultados foram préximos aos
verificados por Montes et al. (2019) em carcagas de suinos oriundos da regido oeste de Santa
Catarina, Brasil, no qual os autores verificaram o valor de 2,37 log UFC/cm? nas etapas de
sangria e escaldagem. Os resultados na etapa de sangria também foram maiores neste estudo,
com os valores médios de toda a carcaga de 2,56 log UFC/cm? (A 12 coleta), 1,88 log UFC/cm?
(B 12 coleta) € 2,67 log UFC/cm? (B 22 coleta), do que o valor maximo de 1,83 log UFC/cm?,
obtido por Cé (2016), em carcacas de suinos de abatedouros frigorificos localizados na regiao
de Santa Catarina, Brasil.

Diferentemente dos resultados de outros trabalhos que descrevem uma recontaminacao
das carcacas na etapa da depilagdo, em razdo da dificuldade de higieniza¢dao do equipamento e
da contaminacao fecal (SPESCHA; STEPHAN e ZWEIFEL, 2006; WARRINER et al., 2002;
WHEATLEY et al., 2014), neste estudo ndo houve aumento na contagem logaritmica de
Enterobacteriaceae apds a etapa de depilagdo nas trés coletas analisadas dos abatedouros
frigorificos A e B. Comparando-se as etapas de antes da escaldagem (sangria) e apds a depilagao
(apos a escaldagem), houve redugio de 0,31 log UFC/cm? na 12 coleta do abatedouro frigorifico
A, 0,45 log UFC/cm? na 12 coleta do abatedouro frigorifico B e 0,26 log UFC/cm? na 22 coleta
do abatedouro frigorifico B. A reducdo na contagem de Enterobacteriaceae apos a depilacao,
observada nas Figuras de 1 a 6, pode ser explicada pelo processo de escaldagem seguida pela
etapa de depilacdo e auséncia de recontamina¢do na depiladeira. Dessa forma, estes resultados
corroboram os resultados de Spescha Stephan e Zweifel (2006), Wheatley et al. (2014),
Nastasijevic et al. (2018), que demonstraram que a a¢do de escaldagem de carcagas de suinos
reduz a contaminagao bacteriana.

Em ambos os abatedouros frigorificos A e B, a toalete na &4rea suja, conforme
classificagdo dada pela Portaria n® 711 do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento,
de 1995, é realizada manualmente sobre uma mesa, sob a qual ficam com os pelos, e com muita
umidade, o que pode ter contribuido para o aumento da contagem desse microrganismo nessa
etapa, além do uso de facas para realizar a toalete das carcacas, retirando os pelos restantes apds
a acdo da depiladeira. Comparando os resultados logaritmicos da média geral da carcaga
(Tabela 3) da etapa da toalete manual, das primeiras coletas dos abatedouros frigorificos A e B,
de 2,44 log UFC/cm? e 1,94 log UFC/cm?, respectivamente, e na 22 coleta do abatedouro

frigorifico B, 1,86 log UFC/cm?, com a etapa anterior, da depila¢do, observa-se que houve
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aumento nas contagens neste estudo. Comparando-se a etapa da toalete manual deste estudo
com a etapa da toalete mecanizada, na area suja, pode-se afirmar que os resultados estdo
alinhados aos verificados por Corbellini et al. (2016), que observaram um aumento médio de
1,7 log UFC/cm? quando comparado as etapas anteriores, apos a depilagdo, na qual reduziu-se
consideravelmente a contagem, o chamuscamento, em que houve reducdo novamente, e a
toalete ainda na area suja, na qual voltou a subir a contagem logaritmica. Também Zwirzitz et
al. (2020) ndo identificaram o microrganismo na etapa anterior e o identificaram na etapa da
toalete na area suja. Entretanto, os resultados deste estudo diferem dos resultados obtidos por
Cé (2016) e Rodrigues et al., (2021) que nao detectaram, ou detectaram contagens menores na
etapa da toalete na area suja aos observados neste estudo, que foram de 2,44 log UFC/cm? (A
12 coleta), 1,94 log UFC/cm? (B 12 coleta) e 1,86 log UFC/cm? (B 22 coleta), na etapa de toalete
manual. Assim como as facas utilizadas pelos manipuladores nessa etapa, as quais passam em
areas proximas a boca e ao anus, o equipamento mecanizado ndo possui design higiénico que
permita sua higieniza¢do durante e apos o abate (BUNCIC & SOFOS, 2012; WHEATLEY,
2014), justificando, dessa forma, uma maior contagem devido a contaminag¢do cruzada.

Avaliando-se os resultados logaritmicos gerais das carcagas (Tabela 3) deste estudo, da
etapa antes da evisceracao e os resultados da etapa apos a evisceracao, no abatedouro frigorifico
B, pode-se verificar um aumento superior a 1 log UFC/cm? nas duas coletas realizadas (2,91
log UFC/cm? da 12 coleta e 2,34 log UFC/cm? da 22 coleta).

Em relacdo aos resultados por ponto/local na carcaca, na etapa apds a evisceragdo, a
axila (4,4 x 10> UFC/cm?) apresentou a maior contagem de Enterobacteriaceae no abatedouro
frigorifico A na 1? coleta. No abatedouro frigorifico B na 1* coleta, a barriga e a papada
apresentaram a contagem de 1,3 x 10° UFC/cm?, para ambas, sendo as maiores contagens
obtidas, e na 22 coleta no abatedouro frigorifico B o ponto/local de maior contagem observado
foi 0 lombo, com o valor de 8,0 x 10> UFC/cm?. Wheatley et al. (2014) verificaram aumentos
significativos da contagem na papada e na barriga, na etapa apos a evisceracao tal qual se
verifica neste estudo. De acordo com esses autores, a evisceracao ¢ frequentemente reportada
como a etapa de maior fonte de contaminacao no abate de suinos, uma vez que mesmo animais
saudaveis podem ser carreadores de microrganismos patogénicos e oportunistas, devido a
alteracdo da permeabilidade da parede intestinal em decorréncia do estresse durante o abate,
podendo estes microrganismos penetrarem outros tecidos, uma vez que o manipulador pode ser
o veiculo de transmissdo para outras areas, levando ao aumento das contagens (VELEBIT et

al., 2021), justificando dessa forma os resultados verificados nesta etapa deste estudo.
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A Instru¢ao Normativa do MAPA n° 60, de 20 de dezembro de 2018, estabelece padrdes
de contagem microbioldgica de Enterobacteriaceae para as carcagas suinas antes do
resfriamento como aceitavel (< 2,0 log UFC/cm?), intermediario (entre 2,0 log UFC/cm? e 3,0
log UFC/cm?) e inaceitavel (> 3,0 log UFC/cm?), de acordo com a contagem log UFC/cm?.
Neste estudo, observou-se que as carcacas do abatedouro frigorifico A da 1?coleta e as do B da
2% coleta podem ser classificadas como aceitdveis na etapa apds a lavagem e antes do
resfriamento, por apresentarem contagens logaritmicas abaixo de 2,0 log UFC/cm?. J4 a carcaca
da 1* coleta do abatedouro frigorifico B classifica-se como intermediaria por apresentar
contagem logaritmica de 2,04 log UFC/cm?, estando, dessa forma, dentro dos parimetros

estipulados pela Instru¢do Normativa.

Figura 7. Média geral da contagem de Enterobacteriaceae em log UFC/ cm? nas carcacas de
suinos dos abatedouros frigorificos A (1% coleta) e B (1* e 2% coletas) ao longo das etapas do

processo tecnologico de abate.
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5.1.2 Escherichia coli

Nas Figuras 8, 10 e 12, encontram-se os resultados obtidos das contagens de Escherichia
coli, em UFC/cm?, por pontos/partes da carcaga de suino, e as Figuras 9, 11 e 13 apresentam os

mesmos resultados convertidos em valores logaritmicos, expressos em log UFC/ cm?, dos
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abatedouros frigorificos A e B, por coleta e por cada etapa do processamento tecnoldgico do

abate.

Figura 8. Contagem de Escherichia coli na carcaca de suino da 1? coleta realizada no
abatedouro frigorifico A, por etapa do processamento tecnologico do abate de suinos e por

local/ ponto na carcaga.
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Figura 9. Contagem de Escherichia coli na carcaca de suino da 1? coleta realizada no
abatedouro frigorifico A, por etapa do processamento tecnologico do abate de suinos e por

local/ ponto na carcaga, em log UFC/cm?.
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Figura 10. Contagem de Escherichia coli na carcaga de suino da 1* coleta realizada no
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abatedouro frigorifico B, por etapa do processamento tecnologico do abate de suinos e por
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Figura 11. Contagem de Escherichia coli na carcaga de suino da 1* coleta realizada no

abatedouro frigorifico B, por etapa do processamento tecnologico do abate de suinos e por
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Figura 12. Contagem de Escherichia coli na carcaga de suino da 2* coleta realizada no
abatedouro frigorifico B, por etapa do processamento tecnologico do abate de suinos e por
local/ ponto na carcaga.
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Figura 13. Contagem de Escherichia coli na carcaga de suino da 2° coleta realizada no
abatedouro frigorifico B, por etapa do processamento tecnologico do abate de suinos e por

local/ ponto na carcaga, em log UFC/ cm?.
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Figura 14. Média geral da contagem de Escherichia coli em log UFC/ cm? nas carcagas de
suinos dos abatedouros frigorifico A (1? coleta) e B (1* e 2° coleta) ao longo das etapas do

processo tecnologico do abate.
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De acordo com Ghafir et al. (2008), as contagens de Escherichia coli e de
Enterobacteriaceae normalmente estdo correlacionadas e sdo utilizadas em abatedouros tanto
como indicadores de contaminagdo ambiental quanto fecal, e ambas aparecem ao longo do
processamento tecnoldgico do abate neste estudo, indicando essas possiveis contaminagdes.

Neste estudo, similarmente aos resultados obtidos de Enterobacteriaceae, as contagens
de Escherichia coli também apresentaram maiores nas etapas de pds-sangria, com contagem
média geral da carcaga de 1,69 log UFC/ cm? no abatedouro frigorifico A na 12 coleta, de 3,78
log UFC/ ¢cm? no abatedouro frigorifico B na 12 coleta e com o valor de 1,99 log UFC/ cm? no
abatedouro frigorifico B na 22 coleta, e ap0s a evisceragdo, com contagens médias de 2,04 log
UFC/ cm? no abatedouro frigorifico A na 12 coleta, de 6,0 log UFC/ cm? no abatedouro
frigorifico B na 1? coleta e de 1,2 log UFC/ ¢cm? no abatedouro frigorifico B na 22 coleta,
podendo serem observados os picos com os respectivos valores na Figura 14. Essa Figura
apresenta os resultados das médias de todos os pontos/locais das carcacas, por etapa e sequéncia
do processamento tecnoldgico do abate, das trés coletas nos abatedouros frigorificos A e B,
com os valores expressos em log UFC/cm?,

Pode-se observar nas Figuras 8, 10 e 12 a redu¢@o das contagens de Escherichia coli
apos a etapa da depilacdo ao compara-la com as contagens da etapa anterior, ou seja, a etapa
apos a sangria. Isso pode ser associado a etapa da escaldagem, a qual possui o bindmio tempo

e temperatura associado a reducdo desses microrganismos, de acordo com diversos estudos
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(NAMVAR e WARRINER, 2006; RIVAS; VIZCAINO e HERRERA, 2000; WARRINER et
al., 2002; WU et al., 2009). Mesmo a amostra tendo sido obtida apos a a¢do da depiladeira,
etapa considerada de recontaminacdo pelos autores Bryant, Brereton e Gill (2003); Rivas;
Vizcaino e Herrera (2000) e Spescha et al. (2006), neste estudo os resultados se mantiveram
menores que os observados na etapa apds a sangria. Corroborando os resultados de redugdo de
contagem de Escherichia coli apos a etapa de escaldagem observados neste estudo, Rivas;
Vizcaino e Herrera (2000) também verificaram a redugdo nas contagens médias de Escherichia
coli ap6s a etapa da escaldagem, em que esses autores verificaram valores médios de contagens
de 0,10 + 0,16 logio UFC/cm?, em carcagas de suinos ibéricos, na Espanha.

Os pontos/locais na carcaga com maiores contagens para Escherichia coli foram a
papada e a axila nas duas coletas no abatedouro frigorifico B, e ainda a barriga na 1? coleta
deste abatedouro. No abatedouro frigorifico A, o pernil apresentou a maior contagem,
permanecendo assim nas etapas seguintes até a etapa de pos-evisceracdo. Os resultados obtidos
neste estudo foram similares aos observados por Machado et al. (2014), que, em estudo de
prevaléncia de Escherichia coli na superficie de carcacas de suinos na regido Sul do Brasil,
obtiveram maiores contagens desse microrganismo na papada.

De acordo com o estudo de Rivas; Vizcaino e Herrera (2000), a lavagem final, sob
pressdo, ndo reduziu as contagens de microrganismos na carcaga. Neste estudo, embora tenha
sido realizado em uma Unica carcaga por coleta, em cada abatedouro frigorifico A e B, pode-se
verificar na Figura 14 a reducao da contaminagao por Escherichia coli nas carcagas apds a etapa
de lavagem final quando comparada a etapa anterior do estudo, apds a evisceragdo.
Comparando-se os resultados dessas duas etapas, ocorreu a redugio de 2,04 log UFC/ cm? na
etapa apds a evisceragdo para 1,61 log UFC/ ¢cm? na etapa apOs a lavagem e antes do
resfriamento no abatedouro frigorifico A, de 6,0 log UFC/ cm? para 4,0 log UFC/ ¢cm? na 12
coleta do abatedouro frigorifico B, e de 1,20 log UFC/ cm? para a ndo detecgdo na 22 coleta do
abatedouro frigorifico B. Mesmo nao tendo sido realizada a dosagem do cloro residual na 4gua
de lavagem neste estudo, a legisla¢do brasileira determina um valor de 0,2 a 2,0 ppm na agua
para considera-la potavel (BRASIL, 2021b). Sendo assim, a presenga de cloro ¢ uma possivel
justificativa para a redu¢@o microbiana superficial ou a auséncia de crescimento apods a lavagem
das carcacas observada neste estudo, para esse microrganismo.

Os resultados de contagens de Escherichia coli na superficie de carcagas de suinos
obtidos neste estudo ndo encontram embasamento na legislagdo brasileira, a qual ndo considera
a contagem deste microrganismo em carcacas suinas como controle microbioldgico. No Brasil,

utiliza-se a contagem de Enterobacteriaceae e presenga ou auséncia de Salmonella spp.,
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seguindo o modelo estabelecido pela Unido Europeia, a qual também realiza a contagem de
coldnias aerdbias para avaliar a higiene do processo produtivo de obten¢do da carne, além dos
microrganismos mencionados (BARCO et al., 2015). No entanto, a contagem de Escherichia
coli pode ser considerada um indicador de controle de qualidade, tendo em vista que os perfis
verificados para esse microrganismo, apresentados nas figuras, foram similares aos de

Enterobacteriaceae.
5.1.3 Coliformes totais

Nas Figuras 15, 17 e 19, encontram-se os resultados obtidos das contagens de
Coliformes totais em UFC/cm?, e nas Figuras 16, 18 € 20, esses mesmos resultados convertidos
em log UFC/cm?, por partes da carcaga de suino, dos abatedouros frigorificos A e B, por coleta
e por cada etapa do processamento tecnolégico do abate.

Diferentemente das contagens de Enterobacteriaceae e Escherichia coli, as contagens
de Coliformes totais apresentaram perfis diferentes entre as coletas. De acordo com as Figuras
17, 18 e 21, pode-se depreender que as contagens de Coliformes totais foram maiores na 12
coleta no abatedouro frigorificos B quando comparadas as demais coletas. E ainda, de acordo

com a Figura 21, pode-se verificar que as curvas apresentaram picos diferentes entre as coletas.

Figura 15. Contagem de Coliformes totais na carcaga de suino da 1* coleta realizada no
abatedouro frigorifico A, por etapa do processamento tecnoldgico do abate de suinos e por
local/ ponto na carcaga.
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Figura 16. Contagem de Coliformes totais na carcaca de suino da 1? coleta realizada no
abatedouro frigorifico A, por etapa do processamento tecnologico do abate de suinos e por

local/ ponto na carcaga, log UFC/ cm?.
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Figura 17. Contagem de Coliformes totais na carcaca de suino da 1? coleta realizada no
abatedouro frigorifico B, por etapa do processamento tecnologico do abate de suinos e por

local/ ponto na carcaga.
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Figura 18. Contagem de Coliformes totais na carcaca de suino da 1? coleta realizada no
abatedouro frigorifico B, por etapa do processamento tecnologico do abate de suinos e por

local/ ponto na carcaga, log UFC/ cm?.
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Figura 19. Contagem de Coliformes totais na carcaca de suino da 2? coleta realizada no
abatedouro frigorifico B, por etapa do processamento tecnologico do abate de suinos e por

local/ ponto na carcaga.
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Figura 20. Contagem de Coliformes totais na carcaca de suino da 2* coleta realizada no
abatedouro frigorifico B, por etapa do processamento tecnologico do abate de suinos e por

local/ ponto na carcaga, log UFC/ cm?.
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Figura 21. Média geral da contagem de Coliformes totais em log UFC/ cm? nas carcagas de
suinos dos abatedouros frigorifico A (1? coleta) e B (1* e 2° coleta) ao longo das etapas do

processo tecnologico do abate.
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Com relagdo a andlise da média geral de coliformes totais (média das contagens das
partes da carcaca de suinos para cada etapa do processamento tecnoldgico do abate) convertidos
em valores logaritmicos (log UFC/ cm?), no abatedouro frigorifico A, na 1? coleta, a curva ¢
quase linear, com poucas variagdes entre os valores (2,17 log UFC/ cm?) e o valor (1,66 log
UFC/ cm?). Comparando-se a etapa ap0s a sangria com a etapa ap0s a depilagio, houve redugio
na contagem logaritmica média das carcagas de 1,87 log UFC/cm? para 1,66 log UFC/cm?, com
posterior crescimento na etapa apds a toalete manual, de 1,77 log UFC/cm?, até o pico na etapa
ap0s a evisceragdo com valor de 2,17 log UFC/cm?. E, novamente reduzindo a contagem, para
1,88 log UFC/cm? apos a lavagem final, etapa anterior ao resfriamento. No entanto, a contagem
logaritmica média final desta ultima etapa foi praticamente a mesma da contagem inicial, da
etapa ap0s a sangria (1,87 log UFC/cm?). Como anteriormente citado, a etapa de evisceragdo é
a maior fonte de contaminacdo no abate de suinos devido as altera¢des da permeabilidade da
parede intestinal (WHEATLEY et al., 2014; VELEBIT et al., 2021), que, por sua vez, podem
ter contribuido para a manutencao da contaminagdo nessa etapa.

No abatedouro frigorifico A, 1? coleta, o pernil apresentou maiores contagens na carcaca
nas etapas apds a sangria, apos a toalete manual, antes da evisceragdo e apds a evisceragao,
variando de 1,8 x 10> UFC/cm? na etapa ap0s a sangria para 3,9 x 10> UFC/cm? na etapa ap0s a
eviscera¢do. Diferentemente, Pearce et al. (2004) obtiveram contaminagdo média de 10°
UFC/cm? de Coliformes totais na etapa apds a sangria e, a0 comparar a contaminagdo entre os
pontos de coleta na carcaga, identificaram que a barriga foi o ponto de maior contaminagdo na
etapa apds a evisceracdo. Nas etapas apds a depilacdo e apos a lavagem final, os pontos com as
maiores contagens foram a axila (9,1 x 10' UFC/cm?) e o lombo (1,2 x 10> UFC/ cm?),
respectivamente. Na etapa de pos-lavagem da carcaca, a area do lombo apresentou a maior
contagem, seguida pela papada e axila, no entanto houve reducdo na contagem logaritmica no
pernil para 4,9 x 10! UFC/cm?. Uma possivel justificativa para essa contaminagdo ¢ a de
contaminagdo cruzada tendo em vista a propulsdo das carcagas ser manual em ambos os
abatedouros frigorificos A e B, tal como descrito por Ducas & Silva (2011) em estudo sobre
analises microbioldgicas em carcagas suinas em abatedouro frigorifico de Uberlandia, Minas
Gerais, e Jaja, Green e Muchenje (2018), ao avaliarem a contaminagdo em carcagas de suinos
de abatedouros frigorificos na Provincia de Cabo Oriental, na Africa do Sul.

No abatedouro frigorifico B, na 12 coleta, as contagens iniciais foram maiores na etapa
apos a sangria com valor de 4,0 log UFC/cm?. Apds a etapa da depilagdo, as contagens
reduziram para 3,78 log UFC/cm?, provavelmente em decorréncia da etapa de escaldagem,

assim como ocorrido para os demais microrganismos indicadores testados neste estudo, ou seja,
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Enterobacteriaceae ¢ Escherichia coli. De acordo com Matsubara (2005), Choi ef al. (2013) ¢
Nastasijevic et al. (2016), a condi¢do higiénica da pele dos animais que entram para o abate
interfere na condicdo microbiologica das carcagas, sendo uma das principais fontes de
contaminag¢do cruzada no abate. As contagens aumentaram na etapa apos a toalete manual para
5,61 log UFC/cm?. O aumento na contagem logaritmica na etapa ap0s a etapa de toalete manual
(Figura 21) pode ser em decorréncia da disseminagdo dos microrganismos na pele com o
proprio procedimento e também em decorréncia de ma higienizagao de facas (RODRIGUES et
al., 2021).

Antes da eviscera¢do, houve também reducao na contagem logaritmica de 5,61 para 4,0
log UFC/cm?, e houve aumento na etapa ap0s a evisceragio para 6,0 log UFC/cm?, mantendo-
se esta contagem apods a lavagem da carcaga. A redug@o ocorrida na etapa antes da evisceragao
pode ser em decorréncia da lavagem da carcaca, assim como observado por Jaja, Green e
Muchenje (2018), na Africa do Sul. Ainda assim, nio se pode afirmar que a lavagem reduziu a
contaminagdo, uma vez que as contagens permaneceram altas. Rodrigues et al. (2021)
obtiveram as menores contagens de Coliformes totais apds as lavagens, tanto apos a toalete da
depilagdo como apds a lavagem final, antes do resfriamento. A etapa de lavagem ¢ controversa
entre os autores. Segundo Belluco et al. (2015), em revisdo sobre contagens de microrganismos
em carcagas suinas, a reducao causada ndo seria significante para justificar essa etapa como um
tratamento descontaminante. No entanto, outros autores (BRUSTOLIN et al., 2014; JAJA,
GREEN e MUCHENIJE, 2018; RODRIGUES et al,2021) apresentaram resultados com
redugdes significativas das contagens bacterianas nas etapas de lavagem.

Na 1?2 coleta do abatedouro frigorifico B, a contaminagdo ainda aumentou apds a
evisceragdo e se manteve apos a lavagem das carcagas, podendo ser justificada, de acordo com
Bolton et al. (2002) e Rodrigues et al. (2021), pela contaminacdo da dgua de lavagem, pela
contaminacdo cruzada das maos dos manipuladores quando da propulsdo manual das carcacas,
pela mobilizagdo das bactérias na superficie da carcaca levando a melhores recuperagdes na
amostragem e até mesmo pela deposi¢ao de bactérias do ar durante o abate. Cé (2016), em seu
estudo sobre as etapas do abate e niveis de microrganismos na qualidade do abate, também
identificou aumentos nas contagens de microrganismos indicadores apos a lavagem final.

Na etapa apos a sangria da 1? coleta do abatedouro frigorifico B, apenas a regido do
lombo apresentou contagem baixa do microrganismo (6,6 x 10! UFC/cm?) quando comparada
as demais areas da carcaca, as quais apresentaram contagens maiores a 10* UFC/cm?. Apoés a

evisceragdo, todos os pontos apresentaram contagens acima de 10*e 10 UFC/cm?.
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E importante elucidar que o abatedouro frigorifico B foi informado a respeito das altas
contagens e recontaminagdo apos a evisceragdo identificadas na 1? coleta, levando os gestores
a tomar acdes corretivas no processo de abate. Dessa forma, ¢ possivel identificar na 2 coleta
do abatedouro frigorifico B que as contagens apOs a etapa de sangria (2,32 log UFC/cm?)
reduzem até a etapa antes da evisceragio, alcangando contagem de 0,6 log UFC/cm?. Mesmo
apos as acdes corretivas, houve um aumento da contagem ap0s a evisceragao, com valor de 2,0
log UFC/cm?, e posterior redugdo apds a lavagem das carcagas, com auséncia de crescimento
nessa etapa. Sendo assim, pode-se inferir que as boas praticas de manipulagao foram essenciais
para a reducdo das contagens nas coletas do abatedouro frigorifico B. De acordo com Ducas et
al. (2010), a educagdo dos manipuladores e a supervisdo das rotinas de higiene sdo fatores
importantes que poderiam reduzir os indices de contaminagdo nas carcagas. No entanto, fica
evidente que a etapa de evisceragdo ainda ¢ uma etapa critica de contaminagao como descrito
por Bolton et al. (2002).

Tanto a 1* coleta do abatedouro frigorifico A como a 2? coleta do abatedouro B
apresentaram reducdo das contagens de Coliformes totais apds a lavagem ocorrida antes da
evisceragdo e antes da etapa do resfriamento, corroborando os resultados verificados por Jaja,
Green e Muchenje (2018), em estudo em abatedouros frigorificos na Africa do Sul, no qual
verificaram a redu¢do das contagens de Coliformes totais apds a lavagem das carcagas, e
também com o estudo de Yu et al. (1999), que identificaram que a lavagem reduzia a contagem
bacteriana em 69%. Estes autores ainda sugerem que a etapa de toalete manual ou mecanizada
pode ser uma etapa a ser incluida em uma analise de pontos criticos de controle. Ducas et al.
(2010), em estudo em carcagas suinas em Uberlandia, Brasil, também identificaram redugao
nas contagens de Coliformes totais apos a lavagem final das carcacas de suinos.

Bohayuchuk et al. (2009), em estudo em Alberta, no Canadd, identificaram que a
maioria das amostras apresentaram niveis inferiores ou iguais a 10 UFC/cm? de Coliformes
totais em carcagas suinas, com médias logaritmicas de 0,14 log UFC/cm? em abatedouros de
baixo volume de abate ¢ médias de 0,24 log UFC/cm? em abatedouros de maiores volumes de
abate. J& neste estudo, as contagens médias das carcagas nos abatedouros frigorificos A ¢ B
foram superiores as detectadas no Canada, com valores de 2,68 log UFC /cm? na 1? coleta no
abatedouro frigorifico A, 6,39 log UFC /cm? na 12 coleta no abatedouro frigorifico B € 2,85 log
UFC /cm? na 22 coleta no abatedouro frigorifico B.

De acordo com Pearce et al. (2004), entre os microrganismos indicadores, os Coliformes
totais, por representarem um grupo de organismos mais diversificados, sdo melhores para

demonstrar diferencas entre tratamentos, uma vez que Escherichia coli e Enterobacteriaceae
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geralmente estdo presentes em menor numero, podendo apresentar valores logaritmicos
negativos. Neste estudo, a contagem de coliformes foi possivel e indicou pontos criticos de
contamina¢do nas etapas da tecnologia do abate, os quais prejudicam a qualidade higiénica

sanitaria das carcacas.

5.2 Isolamento de Escherichia coli

Foram obtidos 23 isolados de E. coli na 1* coleta do abatedouro frigorifico A e 29
isolados na 2? coleta do abatedouro frigorifico B, com um total de 52 isolados, cujas
identificacdes encontram-se na Tabela 3.

A partir desses isolados, foram realizados o antibiograma, a pesquisa de genes de

viruléncia e a avalia¢do da capacidade de formacao de biofilme in vitro.

Tabela 3. Identificacdo dos isolados de Escherichia coli por etapa do processamento

tecnoldgico do abate e local na carcaga, nos abatedouros frigorificos A na 1? coleta e B na 2?

coleta.

Abatedouro . Axila/ .
Etapa do abate frigorifico/ coleta Pernil  Lombo Paleta Barriga Papada

A (1* coleta) 1A 1B 1C 1D 1E
Apos a sangria

B (2 coleta) 7A 7B 7C 7D 7E

A (1* coleta) 2A 2B 2C ND ND
Ap6s a depiladeira

B (2 coleta) 8A 8B 8C 8D 8E

A (1* coleta) 3A 3B ND 3D 3E
Apos a toalete manual

B (2 coleta) 9A 9B 9C 9D 9E

A (1* coleta) 4A ND ND 4D 4E
Antes da evisceracao

B (2 coleta) 10A 10B 10C 10D 10E

A (1* coleta) 5A 5B 5C 5D ND
Apos a evisceracio

B (2 coleta) 11A 11B 11C 11D 11E

A (1* coleta) 6A 6B ND 6D 6E
Ap6s a lavagem final

B (2 coleta) 12A 12B ND 12D 12E

ND = nio detectado.
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5.3 Antibiograma dos isolados de Escherichia coli

Os resultados do antibiograma dos isolados de Escherichia coli, oriundos dos
abatedouros frigorificos A e B, localizados na regido do Distrito Federal, encontram-se na
Tabela 4.

Os antimicrobianos com maior percentual de resisténcia detectados neste estudo foram
os beta-lactdmicos amoxicilina e ampicilina, ambos com 88,5% de resisténcia nos isolados,
seguidos pelo sulfonamida com 84,61%, cloranfenicol com 82,7% e estreptomicina com 80,8%
de resisténcia. De acordo com CLSI (2021), os resultados do antibiograma para ampicilina
podem ser utilizados para prever os resultados para amoxicilina, o que explica a mesma

proporg¢ao de resisténcia para ambos antimicrobianos neste estudo.

Tabela 4. Antibiograma dos isolados de Escherichia coli dos abatedouros frigorificos A e B
localizados na regido do Distrito Federal, pelo método de disco-difusdo, interpretados de

acordo com os parametros do CLSI (2021), como resistentes (R), intermediarios (I) ou

sensiveis (S). (continua)
Antimicrobiano RESISTENTES INTERMEDIARIOS SENSIVEIS
Acido 1A-1B-1C-1D; 2A-2B-2C; 3A- 3B-3E 1E; 4D
Nalidixico 3D; 4A-4E; 5A-5B-5C-5D; 7A-TE 8E; 9C
6A-6B-6D-6E,; 8A "10B- 10E
7B-7C-7D; 8B-8C-8D; 9A-9B- 12A-12B - 12D

9D-9E; 10A-10C-10D; 11A-
11B-11C-11D-11E; 12E

Amoxicilina 1A -1B-1C-1D-1E; 2A-2B-2C 6D
3A-3B-3D-3E; 4A-4D-4E; 5A- 7C
5B-5C-35D; 6A-6B-6E; 9C-9E
7A-7B-7D-7E; 8A-8B-8C-8D- 10C - 10E
8E; 9A-9B-9D 11A-11B-11C-
11D-11E
12A-12B-12D-12E
Ampicilina 1A -1B-1C-1D-1E; 2A-2B-2C 6D
32-3B-3D-3E; 4A-4D-4E - 5A- 7C
5B-5C-5D; 6A-6B-6E 9C-9E
7A-7B-7TD-7E 10C - 10E

8A-8B-8C-8D-8E; 9A-9B-9D;
11A-11B-11C-11D-11E
12A-12B-12D-12E

Cefazolina 1D 1A-1B-1C-1E; 2A-2B-  7A-7B-7C-7D-7E; 9B-9C-
8A-8D 2C; 3A-3B-3D-3E; 4A- 9D-9E; 10B-10D-10E;
10A-10- 4D-4E; 5A-5B-5C-5D; 11A-11B-11C-11D

6A-6B-6D-6E 12A-12B-12D-12E

8B-8C-8E; 9A; 11E
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Tabela 4. Antibiograma dos isolados de Escherichia coli dos abatedouros frigorificos A e B

localizados na regido do Distrito Federal, pelo método de disco-difusao, interpretados de

acordo com os parametros do CLSI (2021), como resistentes (R), intermediarios (I) ou

sensiveis (S). (continuagao)
Antimicrobiano RESISTENTES INTERMEDIARIOS SENSIVEIS
Ceftazidima 2A-2B 1C 1A-1B-1D-1E; 2C; 3A-3B-
8A 3D-3E; 4A-4D-4E; 5A-5B-
9C 5C-5D; 6A-6B-6D-6E
7A-7B-7C-7D-7E
8B-8C-8D-8E; 9A-9B-9D-
9E; 10A-10B-10C-10D-10E
11A-11B-11C-11D-11E;
12A-12B-12D-12E
Ciprofloxacina 1C-1D; 2C; 3B-3D-3E; 4E 1A; 4A; 5B; 6A 1B-1E; 2A-2B; 3A; 4D
5D; 6D 7A-TE; 8A 5A-5C; 6B-6E
7C; 9A 9D; 10C 7B-7D; 8B-8C-8D-8E
10A-10D 9B-9C-9E; 10B-10E
11A-11B-11C-11D-11E
12A-12B-12D-12E
Cloranfenicol 1A-1C-1D; 2A-2B-2C 8D 1B-1E
3A-3B-3D-3E; 4A-4E 4D; 5C
5A-5B-5D; 6A-6B-6D-6E 9C
7A-7B-7C-7D-7E; 12A-12B-12D
8A-8B-8C-8E; 9A-9B-9D-9E
10A-10B-10C-10D-10E
11A-11B-11C-11D-11E; 12E
Colistina 8A 8D-8E 1A-1B-1C-1D-1E; 2A-2B-
9C 2C 3A-3B-3D-3E; 4A-4D-
4E; 5A-5B-5C-5D; 6A-
6B-6D-6E
7A-TB-7C-7D-7E;
8B-8C-8E; 9A-9B-9D-9E
10A-10B-10C-10D-10E
11A-11B-11C-11D-11E
12A-12B-12D-12E
Doxicilina 1A-1B; 6D 1D-1E 1C; 2A-2B-2C
7A-7B-7C-7D-7E 3A-3B-3D-3E; 4A-4D-4E
8A-8B-8C-8D-8E 5A-5B-5C-5D
9A-9B-9D-9E 6A-6B-6E
10A-10B-10C-10D-10E 9C
12A-12B-12D

11A-11B-11C-11D-11E; 12E
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Tabela 4. Antibiograma dos isolados de Escherichia coli dos abatedouros frigorificos A e
B localizados na regido do Distrito Federal, pelo método de disco-difusdo, interpretados

de acordo com os parametros do CLSI (2021), como resistentes (R), intermediérios (I) ou

sensiveis (S). (continuacao)
Antimicrobiano RESISTENTES INTERMEDIARIOS SENSIVEIS
Estreptomicina 1A-1C-1D-1E; 2A-2B-2C; 3A- 8D 1B
3B-3D-3E; 4A-4D-4E; 5A-5C- 9E 5B
5D; 6A-6B-6D-6E 10C-10D 9C
7A-7TB-7C-7D-7E 12A -12B-12D
8A-8B-8C-8E; 9A-9B-9D; 10A-
10B-10E
11A-11B-11C-11D-11E; 12E
Eritromicina 1A-1B-1C-1D-1E; 2A-2B-2C 7B-7C-7D-7E; 8E
3A-3B-3D-3E; 4A-4D-4E 9A-9B-9C-9D-9E
5A-5B-5C-5D; 6A-6B-6D-6E 10A-10B
7A; 8A-8B-8C-8D 12A-12B-12D
10C-10D-10E
11A-11B-11C-11D-11E; 12E
Gentamicina 1C-1D 2C 1A-1B-1E; 2A-2B; 3A-
4E; 5B-5D 3B-3D-3E; 4A-4D; 5A-
7C 5C; 6A-6B-6D-6E

7A-7B-7D-7E; 8A-8B-8C-
8D-8E; 9A-9B-9C-9D-9E
10A-10B-10C-10D-10E
11A-11B-11C-11D-11E
12A-12B-12D-12E

Sulfonamida 1A-1C-1D-E; 2A-2B-2C 1B
3A-3B-3D-3E; 4A-4D-4E 3A-3B-3D-3E
5A-5B-5C-5D; 6A-6B-6D-6E 8A-8B-8D
7TA-7B-7C-7D-7E; 8C-8E; 9A- 9C-9D
9B-9E; 10A-10B-10C-10D-10E 12A-12B
11A-11B-11C-11D-11E
12D-12E
Tetraciclina 1A-1B; 6D 1C-1D-1E; 2A-2B-2C
7TA-TB-7C-7TD-T7E 3A-3B-3D-3E; 4A-4D-4E
8A-8B-8C-8D-8E 5A-5B-5C-5D; 6A-6B-6E
9A-9B-9D-9E 9C
10A-10B-10C-10D-10E 12A-12B-12D

11A-11B-11C-11D-11E; 12E

AMO = amoxicilina, AMP = ampicilina, CFZ = cefazolina, CAZ = ceftazidima, ERI = eritromicina, EST =
estreptomicina, GEN = gentamicina, DOX = doxiciclina, TET = tetraciclina, CLO = cloranfenicol, NAL = acido
nalidixico, CIP = ciprofloxacina, COL = colistina.

Seguindo a defini¢ao de multirresisténcia estipulada por Magiorakos et al. (2012), foram
considerados como multirresistentes 49 isolados de E. coli (94,23%) com resisténcia a trés ou
mais classes de antimicrobianos. Resultados similares foram obtidos por Mangal, Rao e Joshi

(2018), em avaliagdo de carne suina na India, que identificaram 100% de resisténcia a
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ampicilina de 41 isolados de E. coli. Semelhante aos achados no presente estudo, Pissetti et al.
(2017), em estudo de resisténcia antimicrobiana em carcacgas suinas em Santa Catarina, Brasil,
detectaram perfil de multirresisténcia em 71,5% das cepas, com maiores frequéncias detectadas
para a tetraciclina (97,8%), o cloranfenicol (86,4%), a sulfonamida (85,1%) e a ampicilina
(81,1%).

A sulfonamida foi o segundo antimicrobiano que apresentou mais resisténcia nos
isolados de E. coli deste estudo. Em pesquisa realizada a partir de fezes suinas, em granjas de
cria¢do na regido do Distrito Federal, em 2012, foram identificadas resisténcias antimicrobianas
para sulfonamidas (74,8% das cepas) e tetraciclinas (70,1% das cepas) (DRUMMOND e
PERECMANIS, 2013). Diferentemente do estudo desses autores, as tetraciclinas neste estudo
apresentaram menores frequéncias de resisténcia, sendo 28 de 52 isolados resistentes a
doxiciclina e 28 de 52 resistentes a tetraciclina (53,9%), estando desta forma diferente de
diversos estudos que apresentaram altos indices de resisténcia a tetraciclina (ROSENGREN;
WALDNER e REID-SMITH, 2009; BISCHOFF et al., 2002; JIANG et al., 2011; GEMEDA
etal., 2021; SATO et al., 2015).

Foram detectados 44 de 52 (84,61%) isolados resistentes ao cloranfenicol, de uso
proibido em animais no Brasil desde 2003 (BRASIL, 2003). O resultado obtido ¢ corroborado
pelo estudo de Mangal, Rao e Joshi (2018), que verificaram a resisténcia ao cloranfenicol em
30 isolados (73,2%) na India. Drummond e Perecmanis (2013) também identificaram a
presenga de 34,7% de cepas resistentes ao cloranfenicol nas fezes de suinos no DF. A
permanéncia dessa resisténcia pode ser atribuida a manutencdo dos genes de resisténcia ao
cloranfenicol a cosselegdo com outros genes de resisténcia e viruléncia (DRUMMOND e
PERECMANIS, 2013; KIM et al., 2011; ROSENGREN; WALDNER ¢ REID-SMITH, 2009;
BISCHOFF et al., 2005; TADESSE et al., 2012), no entanto seriam necessarios mais estudos
para essa comprovacgao.

A resisténcia aos antimicrobianos estreptomicinas e sulfonamida verificados neste
estudo foi de 80,8% e 84,6% respectivamente, sendo diferente dos resultados de Mangal, Rao
e Joshi (2018), que obtiveram 100% de sensibilidade para estreptomicina e sulfonamida em
carne suina do varejo, na India. A resisténcia a estreptomicina é um achado comum em E. coli
isolada de animais e produtos animais e, juntamente com a resisténcia a ampicilina, esta entre
os fenotipos de resisténcia que sdo frequentemente cotransferidos com a resisténcia as
sulfonamidas (PISSETTI et al., 2017), o que pode explicar os resultados deste estudo, uma vez

que os isolados também apresentaram 81,1% de resisténcia a sulfonamidas.
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As menores frequéncias de resisténcia foram observadas para a colistina (3,85%), as
cefalosporinas de 1* geracdo - cefazolina (9,6%) - e de 3* geragdo - ceftazidima (7,7%) -,
seguidas pela gentamicina (13,5%). Moennighoff et al. (2020), em estudo para verificar a
redu¢do da resisténcia antimicrobiana em suinos na Alemanha, identificaram baixas
frequéncias, menores que 15%, para resisténcia a colistina e & gentamicina, tal qual neste
estudo. As cefalosporinas de 32 geragdo fazem parte dos denominados antimicrobianos de mais
alta prioridade, criticamente importantes na medicina humana, juntamente com as polimixinas
(colistina), as quinolonas, os macrolideos e os ketolideos e os glicopeptideos (WHO, 2019) e
observou-se neste estudo 7,7% de presenga de resisténcia em isolados de E. coli, sendo dessa
forma o primeiro relato dessa resisténcia, em carcagas de suinos na regido (DF e Centro Oeste).

Foram identificados 2/52 (3,85%) isolados resistentes a colistina. J4 na Asia, os
resultados de resisténcia a esse antimicrobiano apresentam valores mais altos, variando de 24%
a 55%, tendo sido relacionado ao seu amplo uso como promotor de crescimento em suinos até
o ano de 2016 (NGUYEN et al., 2016; HUANG et al., 2017; ZHANG et al., 2017; WU et al.,
2010). Por se tratar de um antimicrobiano utilizado como opc¢ao para bactérias Gram negativas
multirresistentes, o Brasil também impos restrigdes ao uso da colistina como promotor de
crescimento em 2016 (BRASIL, 2016); no entanto, diferentemente dos achados na Asia, foram
identificados apenas 3,85% de isolados de E. coli resistentes a colistina no Distrito Federal, em
carcagas suinas, ¢ 9,8% de E. coli resistentes em leitdes doentes de granjas localizadas nos
Estados do Sul do Brasil, Minas Gerais e Goias, por Sato et al. (2015).

Dos 52 isolados, todos apresentaram resisténcia a pelo menos dois antimicrobianos.
Detectou-se em 15 isolados a presenca de multirresisténcia para 7 antimicrobianos, sendo esta
a maior frequéncia de multidrogas resisténcia neste estudo. No entanto, trés (5,77%) isolados
apresentaram resisténcia a 10 antimicrobianos. Com relacdo a sensibilidade, apenas dois
isolados apresentaram sensibilidade a 12 antimicrobianos dos 14 testados, sendo os
antimicrobianos mais sensiveis a colistina (92,3%), a ceftazidima (90,4%) e a gentamicina
(86,5%).

A resisténcia antimicrobiana ¢ um problema global e representa uma ameaga crescente
a saude publica (OPAS/WHO, 2022). Bactérias resistentes podem ser transmitidas ao homem
ao consumir e a0 manipular alimentos contaminados, pelo contato direto com animais e até pela
distribuicao destas bactérias no ambiente (FAO/WHO/OIE, 2008). Os resultados obtidos neste
estudo demonstram que a resisténcia fenotipica estd presente nos abatedouros frigorificos A e

B, e a maioria dos isolados de E. coli apresentaram multirresisténcia.
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5.4 Deteccio dos genes de viruléncia eae, stxI e stx2 em Escherichia coli

Foram identificados por PCR os genes eae em 24 (46,15%) isolados, o gene stx/ em 16
(30,8%) isolados e em 9 (17,3%) o gene stx2, do total de 52 isolados de E. coli. Apenas trés
(5,8%) isolados apresentaram os trés genes, stx/, stx2 € eae, em um mesmo isolado (5D, 8A e
11D), Figura 22. Os resultados da detec¢do dos genes de viruléncia juntamente com os
resultados dos antibiogramas dos isolados desta pesquisa encontram-se na Tabela 6.

A presenga de Escherichia coli com os genes stx/ e stx2 pode ser denominada STEC -
Escherichia coli produtora de Shiga like toxina (PATON & PATON, 1998; TSENG et al.,
2014). Especificamente para esses genes, foram detectados 11 isolados com stx/, 4 isolados
com stx2 e 5 isolados contendo ambos os genes, stx/ e stx2. Esses genes tém sido os principais
marcadores para deteccdo de STEC por PCR (CHASSAGNE et al., 2009). Tal qual os
resultados em relacdo a deteccdo destes genes neste estudo, Bouvet et al. (2002) detectaram 48
isolados de STEC em carcacas suinas em abatedouros na Franga, sendo 47 com o gene stx2, €
apenas um isolado com o gene s#x/, no entanto o presente estudo identificou maior numero de
isolados contendo o gene stx/ que stx2. Estes autores também pesquisaram o gene eae, mas nao
o identificaram, considerando os isolados de baixo potencial de perigo a saude publica, pois o
simples achado dos genes stx em alimentos ndo seria ameaca ao consumo humano (KAPER,

NATARO e MOBLEY, 2004).
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Figura 22. Detec¢do dos genes de viruléncia stx/, stx2 e eae multipla PCR em isolados de
Escherichia coli oriundas de carcaga de suino do abatedouro frigorifico B, em dois géis. 1)
marcador 100bp, 2) controle negativo, 3) controle positivo para o gene stx/ (388bp) em
Escherichia coli, 4) isolado 10D — negativo, 5) isolado 10E — positivo para o gene eae
(570bp), 6) isolado 11A — positivo para os genes eae (570bp) e stx2 (807bp), 7) isolado 11D -
positivo para os genes eae (570bp), stx1 (388bp) e stx2 (807bp), 8) isolado 12A — positivo

para os genes eae (570bp) e stxI (388bp), 9) isolado 12D — positivo para os genes eae (570bp)
e stx] (388bp).
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Diferentemente, no presente estudo foram identificados 24 isolados contendo o gene
eae; destes, cinco apresentaram também o gene stx/ (1E, 4A, 6B, 12A e 12D), e trés
apresentaram o gene stx2 (3E, 9A e 11A). Ainda, trés isolados apresentaram os trés genes (stx/,
stx2 e eae), podendo representar um perigo ao consumo humano, tendo em vista conter um dos
fatores que podem potencializar a capacidade de infeccdo de STEC, pela presenga do gene da
intimina (FRIEDERICH et al., 2002; GYLES, 2007).

No Brasil ndo ha descri¢ao de surtos de STEC relacionados ao consumo da carne suina,
no entanto existe a descrigdo de trés surtos entre 2014 e 2018 relacionados a STEC O157:H7
no Canadd, ocorrendo a deteccao dos genes stx2a e stxla+stx2a e do gene eae nos isolados no
estudo de ZHANG et al. (2021), corroborando a importancia dos achados deste estudo, apesar
de ndo ter sido realizada a sorotipificacdo dos isolados.

No abatedouro frigorifico A, o gene stx/ foi identificado em isolados oriundos de quatro
pontos do processamento tecnologico do abate. Foram eles: apos a sangria (1E - papada), antes
da evisceracao (4A - pernil e 4D - axila), apos a evisceragdo (5D — barriga) e apds a lavagem
da carcaga previamente ao resfriamento (6B — lombo). Ja o gene stx2 foi identificado apds a
toalete manual (3E — papada) e ap0s a evisceracao (5D — axila). O gene eae foi identificado em
todas as etapas do processamento tecnologico do abate: apds a sangria (1B — lombo, 1C — axila
e 1E - papada), apds a depiladeira (2A- pernil), apos a toalete manual (3A - pernil, 3B - lombo,
3E - papada), antes da evisceragdo (4A — pernil, 4D — barriga), apés a eviscerag@o (5A - pernil,
5D — barriga) e apds a lavagem da carcaga previamente ao resfriamento (6B — lombo, 6D -

barriga).
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Tabela 5 - Antibiograma, deteccao por PCR dos genes de viruléncia stx/, stx2 e eae nos

isolados de Escherichia coli oriundos de carcagas de suinos dos abatedouros frigorificos A e

B, localizados no Distrito Federal.

Isolados Abatedouro

Resisténcia antimicrobiana

Gene(s) de viruléncia(s)

presente(s)

1B A AMO AMP ERI DOX TET NAL eae

1C A AMO AMP ERI EST GEN SUL CLO NAL CIP eae

1E A AMO AMP ERI EST SUL eae, stxl
2A A AMO AMP CAZ ERI EST SUL CLO NAL eae

3A A AMO AMP EST ERI SUL CLO NAL eae

3B A AMO AMP ERI EST SUL CLO CIP eae

3E A AMO AMP ERI EST SUL CLO CIP eae, stx2
4A A AMO AMP ERI EST SUL CLO NAL eae, stxl
4D A AMO AMP ERI EST SUL eae, stxl
5A A AMO AMP ERI EST SUL CLO NAL eae

5D A AMO AMP ERI EST GEN SUL CLO NAL CIP eae, stx1, stx2
6B A AMO AMP ERI EST SUL CLO NAL eae, stxl
6D A ERI EST SUL DOX TET CLO NAL CIP eae

TA B AMO AMP ERI EST SUL DOX TET CLO stxl, stx2
7B B AMO AMP EST SUL DOX TET CLO NAL stx1

7C B EST GEN SUL DOX TET CLO NAL CIP stx1

7D B AMO AMP EST SUL DOX TET CLO NAL stx1

7E B AMO AMP EST SUL DOX TET CLO stx1

8A B AMO AMP CFZ CAZ ERI EST DOX TET CLO COL eae, stx1, stx2
8B B AMO AMP ERI EST DOX TET CLO NAL stx2

SE B AMO AMP EST SUL DOX TET CLO eae

9A B AMO AMP EST SUL DOX TET CLO NAL CIP eae, stx2
9B B AMO AMP EST SUL DOX TET CLO NAL eae

9C B CAZ COL sixl, stx2
10B B AMO AMP EST SUL DOX TET CLO eae
10C B CFZ ERI SUL DOX TET CLO NAL stx1
10E B EST SUL DOX TET CLO eae
11A B AMO AMP EST SUL DOX TET CLO NAL eae, stx2
11D B AMO AMP EST SUL DOX TET CLO NAL eae, stx1, stx2
12A B AMO AMP ERI eae, stxl
12B B AMO AMP eae
12D B AMO AMP ERI SUL eae, stxl

AMO = amoxicilina, AMP = ampicilina, CFZ = cefazolina, CAZ = ceftazidima, ERI = eritromicina, EST = estreptomicina,
GEN = gentamicina, SUL = Sulfonamida, DOX = doxiciclina, TET = tetraciclina, CLO = cloranfenicol, NAL = 4cido
nalidixico, CIP = ciprofloxacina, COL = colistina.
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No abatedouro frigorifico B, o gene stx/ foi identificado em isolados de E coli oriundos
de todos os pontos da carcaca na etapa apds a sangria (7 A, B, C, D, E), antes da evisceragao
na axila (10C), ap6s a evisceragdo na barriga (11D) e apos a lavagem da carcaga previamente
ao resfriamento no lombo (12B) e barriga (12D). O gene stx2 foi identificado na etapa apos a
sangria (7A — pernil), ap6s a depiladeira (8A — pernil e 8B — lombo), apods a toalete manual (9A
- papada e 9C - axila) e ap6s a eviscerag@o (11A - pernil e 11D - barriga). J4 o gene eae ndo foi
identificado na etapa da sangria, mas foi identificado nas demais etapas: apos a depilagdo (8A
- pernil), apos a toalete manual (9A — pernil e 9B — lombo), antes da evisceragdo (10A - pernil
e 10E — papada), ap0s a evisceragdo (11A — pernil e 11D — barriga) e ap6s a lavagem da carcaca
previamente ao resfriamento (12A — pernil, 12B — lombo e 12D — barriga). Dessa forma, ¢é
possivel afirmar que em todas as etapas do processamento tecnologico do abate de suinos pode-

se potencialmente veicular Escherichia coli produtora de toxina de Shiga.

5.5 Isolamento, confirmacio de Salmonella spp. e antibiograma

Dois isolados de Salmonella spp. foram detectados neste estudo, sendo obtidos na
segunda coleta do abatedouro frigorifico B, na etapa apods a sangria, na regido da axila e na
barriga. Tal qual nesta pesquisa, Visciano ef al. (2020) também encontraram um isolado de
Salmonella em avaliagdo da contaminacdo bacteriana no abate de suinos na Itdlia Central,
atribuindo o fato a contaminagdo cruzada no transporte, no entanto neste estudo niao temos
como precisar a origem da contaminac¢ao. Corroborando os resultados deste estudo em relagao
a deteccdo de Salmonella spp. em carcagas de suinos do Distrito Federal, Silva et al. (2018)
identificaram 29,17% de presenca de Salmonella spp. em carcacas suinas e, considerando
apenas os suinos provenientes do Distrito Federal, identificaram uma frequéncia de isolamento
que variou entre 14,29% e 19,51%, mas ndo informaram os pontos do abate ou da carcaga em
que as contaminacdes foram detectadas.

Hernandez et al. (2013) detectaram Sa/monella spp. na etapa pré-escaldagem, apds a
sangria, na qual identificaram 29 isolados em 80 amostras de carcagas. No presente estudo, os
dois isolados foram identificados na etapa anterior a escaldagem, apds a sangria, e ndo houve a
identificacdo de Salmonella nas demais etapas do abate.

Cabral et al. (2017), em estudo em pequenos abatedouros no Rio de Janeiro, detectaram
Salmonella spp. na papada e no pernil de suinos em trés abatedouros, mas ndo realizaram a

detec¢do dos mesmos pontos na carcaga do presente estudo. Velasco, Bruzza e Schmidt (2017),
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em estudo em abatedouros sob inspecao municipal, também relataram isolados na papada, mas
ndo no pernil e na axila.

Vivian et al. (2021) identificaram a maior contaminagdo por Sa/monella na etapa apds
a sangria (67%) e antes da escaldagem (56%), similar ao resultado deste estudo em relagdo a
etapa de processamento tecnoldgico na qual foi detectado o microrganismo, no entanto aqueles
autores identificaram também na extracao do reto (33%) e ap6s a evisceragdo (11%), o que ndo
foi identificado no presente estudo. Dessa forma, aqueles autores identificaram como etapas
criticas do abate para a deteccdo de Salmonella a etapa da sangria, antes da escaldagem e a
etapa de evisceragao.

Os dois isolados de Salmonella identificados na etapa do abate apds a sangria
apresentaram resisténcia a tetraciclina e a doxiciclina, ao acido nalidixico, a ampicilina e ainda,
o isolado 7C apresentou resisténcia a ciprofloxacina, e o isolado 7D resisténcia a gentamicina,
podendo, dessa forma, ser consideradas multirresistentes. Ambos os isolados apresentaram
sensibilidades a ceftazidima, cefalosporina de 3? geracdo considerada pela OMS como
altamente critica para o uso humano. Também foram sensiveis a cefazolina (cefalosporina de
12 geracdo), a sulfonamida, ao cloranfenicol, a estreptomicina e a colistina. Kich et al. (2011),
em estudo sobre a distribuicdo e tipos de Salmonella em carcagas suinas em Santa Catarina,
identificaram o perfil de resisténcia antimicrobiana para ampicilina, gentamicina, kanamicina e
tetraciclina como a mais prevalente em carcacas, semelhante ao isolado 7D deste estudo.
Também Kich et al. (2020), estudando a frequéncia de Salmonella enterica no sul do Brasil,
identificaram maior frequéncia de resisténcia a tetraciclina (52,54%), ampicilina (50,8%), acido
nalidixico (42,62%) e cloranfenicol (42,62%), semelhante aos isolados 7C e 7D deste estudo,
com exce¢do ao cloranfenicol. De forma semelhante aos isolados de Salmonella deste estudo,
Velasco, Bruzza e Schmidt (2017) também identificaram alto percentual de resisténcia a
tetraciclina (66,6%) deste microrganismo em isolados de linfonodos de suinos no sul do Brasil;
no entanto, houve baixo percentual a ampicilina (0,1%) e ao 4cido nalidixico (0,05%).

A Salmonella em alimentos ¢ um problema para a saude humana uma vez que se
encontra em toda a cadeia de producdo de alimentos, sendo a 2? infec¢do gastrointestinal
relatada na Unido Europeia, com 87.923 casos em 2019, com a carne suina ocupando o 4° lugar
nos casos de salmonelose (EFSA, 2020; LIBERA et al., 2022). No Brasil, no periodo de 2007
a 2015, de 2.243 surtos, 25,17% foram causados por Sa/monella spp. No entanto, em razdo da
deficiéncia no diagnostico, nas notificagdes e da falha no encerramento dos casos por critério

laboratorial, os resultados apresentados pelo Ministério da Saude quanto as doengas
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transmitidas por alimentos podem ndo refletir a realidade dos surtos, uma vez que, na maioria
dos casos, ndo ha identificacdo do agente etioldgico (BRASIL, 2020).

Dessa forma, a deteccdo de Sal/monella spp. com perfil antimicrobiano multirresistente
em suinos criados no Distrito Federal serve de alerta para o controle e 0 monitoramento desse

microrganismo nesse tipo de alimento na regido.

5.6 Isolamento, confirmacao de Listeria Monocytogenes e antibiograma

Foram detectados por PCR dois isolados de Listeria monocytogenes das 30 amostras de
swabs da carcaga de suino do abatedouro frigorifico B. Nao foi detectada Listeria
monocytogenes nos 30 swabs do abatedouro frigorifico A. Um isolado (8C) foi detectado na
etapa tecnoldgica do abate apos a etapa da depilag@o, na regido da axila da carcaca, e o outro
(12D) apos a etapa da lavagem final da carcaga, na regido da barriga. Morales-Partera et al.
(2018), semelhante ao presente estudo em relacdo a detec¢ao deste microrganismo, encontraram
dois isolados de Listeria monocytogenes em 150 amostras de carcagas suinas na Andaluzia, na
Espanha. Corroborando estes estudos, Wesley et al. (2008) identificaram dois isolados de
Listeria monocytogenes em matrizes suinas, um a partir de swab de carcaga e outro de swab de
tonsila, no Centro Oeste dos Estados Unidos. Diferentemente do presente estudo em relagao as
etapas do processo tecnoldgico do abate, Ferronato et al. (2012) isolaram Listeria
monocytogenes em cinco carcagas apos a etapa da evisceragdo, ¢ de forma semelhante ao
isolado 12D, antes da entrada da camara fria em dois carcagas, em abatedouros de suinos em
Santa Catarina e Rio Grande do Sul.

Os relatos da presenga de Listeria monocytogenes na industria suina sdo frequentes e
também estdo associados a baixa detecgdo em carcagas suinas e também no ambiente e
equipamentos dos abatedouros (MELONI et al., 2013; ORTIZ et al., 2010; CHERIFI ef al.,
2020), ocorrendo o isolamento com maior frequéncia em cortes carneos destinados ao
processamento e em produtos processados prontos para o consumo, sendo a carne suina crua
raramente implicada em surtos (MELONI ez al., 2013; KANUGANTI et al., 2002; MORALES-
PARTERA et al., 2018). Pissetti et al. (2012) e Ferronato et al. (2012) sugerem que a
contaminacdo por Listeria monocytogenes pode nao ser de origem fecal. Apesar de no presente
estudo ndo ter sido realizada a pesquisa da origem da contaminagdo por Listeria
monocytogenes, muitos autores referem que a contaminacdo pode se originar da granja de

cria¢do, sendo veiculada mais pelas tonsilas do que pelas fezes, e transferidas, pelas facas e
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visceras no momento da evisceragdo, as carcagas e, por consequéncia, ao ambiente (AUTIO et
al., 2000; AUTIO et al., 2004; HELLSTROM et al. (2010); SERENO et al., 2019).

Dessa forma, assim como neste estudo, foram identificados isolados de Listeria
monocytogenes por Pissetti et al. (2012) em carcacas suinas em Santa Catarina, Brasil. Martins
et al. (2014) detectaram um isolado em carcaga suina ap6s o resfriamento, em Santa Catarina,
Brasil, diferentemente dos isolados 8C e 12D do presente estudo, que foram obtidos antes da
etapa de resfriamento das carcagas. Santos et al. (2006), em estudo com carcacas suinas em
Santa Catarina, identificaram a presenga de Listeria monocytogenes em abatedouros
clandestinos e inspecionados, obtendo mais isolados nos estabelecimentos clandestinos. Assim
como no presente estudo, utilizaram a técnica de PCR para a detec¢do desse microrganismo.

O isolado 8C apresentou resisténcia antimicrobiana a eritromicina e a0 meropenem, €
sensibilidade a ampicilina e ao sulfazotrim. J& o isolado 12D apresentou resisténcia a
eritromicina e ao sulfazotrim, e sensibilidade a ampicilina e a0 meropenem. Realizando a
interpretagdo de acordo com os parametros de Staphylococcus spp., o isolado 8C ainda
apresentou resisténcia ao cloranfenicol e ambos os isolados apresentaram suscetibilidade a
tetraciclina, a ciprofloxacina, a gentamicina e a sulfonamida.

A ampicilina sozinha ou combinada a gentamicina € a terapia de escolha para tratamento
e como segunda opcao, em casos de alergias e outras doengas, o trimetoprim/sulfametoxazol, a
eritromicina, a vancomicina e as fluorquinolonas (TEMPLE e NAHATA, 2000). Desse modo,
os isolados 8C e 12D demonstram ndo apresentar resisténcia a ampicilina, a tetraciclina e a
gentamicina, ndo representando, portanto, um risco ao tratamento de infec¢cdes humanas. No
entanto, ambos os isolados apresentaram resisténcia a eritromicina, outro antimicrobiano
utilizado no tratamento, podendo ser um indicativo de inicio de resisténcia a este antimicrobiano
pela Listeria monocytogenes. Diferentemente dos achados fenotipicos de sensibilidade
antimicrobiana deste estudo, Sereno et al. (2019) em isolados de Listeria monocytogenes
obtidos de superficies da sala de desossa de suinos e de equipamentos e utensilios desta area,
detectaram resisténcia a ampicilina e resisténcia intermedidria a clindamicina em todos os
isolados, e em trés isolados resisténcia intermedidria a penicilina e um ao sulfametoxazol-
trimetoprim.

Diferentemente do presente estudo, Rodriguez-Lazaro ef al. (2015) testaram diferentes
antimicrobianos e identificaram 20 amostras positivas de L. monocytogenes em alimentos
apreendidos no aeroporto internacional da Espanha, detectando resisténcia a clindamicina em

todos os isolados, dois isolados resistentes a tetraciclina, um a ciprofloxacina e dois
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multirresistentes. A tetraciclina e a ciprofloxacina também foram testadas no presente estudo,
e os isolados apresentaram sensibilidade a ambos os antimicrobianos.

Moreno et al. (2014) detectaram sensibilidade aos antimicrobianos usualmente
utilizados no tratamento da listeriose, quais sejam, a penicilina, ampicilina, gentamicina e
trimetoprim-sulfametoxazol. Com exce¢do ao isolado 12D, que apresentou resisténcia ao
trimetoprim-sulfametoxazol, os isolados deste estudo apresentaram sensibilidade semelhante
aos isolados de Moreno et al. (2014).

Nesta pesquisa foi possivel identificar a presenca de Listeria monocytogenes em carcaca
suina no Distrito Federal, com resisténcia antimicrobiana a ampicilina, a eritromicina, ao
meropenem, ao sulfazotrim e ao cloranfenicol. Tal achado ¢ sugestivo de melhorias nos
procedimentos sanitarios operacionais e de higiene das instala¢des, de modo a evitar a formacao
de biofilmes e a perpetuacdo da contaminagdo da carcaca em diferentes lotes de abate,

constituindo um risco a saude dos consumidores.

5.7 Avaliacao da capacidade de formacao de biofilme in vitro de Escherichia coli,

Salmonella spp. e Listeria monocytogenes

Foram testados 51 isolados de Escherichia coli para a avaliacdo da capacidade de
formagdo de biofilme in vitro. Destes, 22 isolados eram do abatedouro frigorifico A e 29 do
abatedouro frigorifico B. Também foram avaliados dois isolados de Sal/monella spp. e dois
isolados de Listeria monocytogenes, ambos oriundos do abatedouro frigorifico B, uma vez que
nao houve isolamento desses microrganismos no abatedouro frigorifico A.

Nao houve diferenga estatistica na capacidade de formacdo de biofilmes quanto aos
tempos de incubagdo para os trés microrganismos, Escherichia coli (P < 0,086), Salmonella
spp. (P <0,37) e Listeria monocytogenes (P < 0,89).

Com relagdo a variacdo de temperaturas, verificou-se que a temperatura de 10 °C a
capacidade de ndo formar biofilme por Escherichia coli foi maior quando comparada as demais
faixas de temperatura, ja a capacidade de formac¢do moderada e forte de biofilme foi mais
frequente a 37 °C e a 24 °C.

Quanto ao local da coleta no abatedouro, houve diferenga estatistica (P < 0,0001): a
toalete possui maior frequéncia de Escherichia coli ndo formadora de biofilme, enquanto a pos-
evisceragao apresenta maior frequéncia para a formagao forte de biofilme.

Nos pontos isolados da carcaga, a Escherichia coli também apresentou diferenca

significativa (P < 0,0001), sendo que os isolados dos pontos/regido da papada apresentaram
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maior frequéncia quanto a capacidade de ndo formar biofilme, enquanto os isolados da regido
do pernil apresentaram maior frequéncia para a capacidade de formacdo forte de biofilme.

Vinte isolados de Escherichia coli que apresentaram algum dos fatores de viruléncia
caracteristicos para STEC, ou seja, os genes stx/ e stx2, foram avaliados quanto a capacidade
de formacao de biofilme. Destes isolados, oito apresentaram capacidade de formagao fraca ou
de ndo formagdo nas diferentes temperaturas avaliadas (1E, 4D, 6B, 7E, 8A, 9A, 10C e 12D).
Quatro isolados apresentaram capacidade moderada ou forte de formagao de biofilme nas trés
temperaturas avaliadas (4A, 7A, 7B e 11A). Outros oito isolados (3E, 5D, 7C, 7D, 8B, 9C, 11D
e 12A) apresentaram capacidades variadas de formagdo de biofilme de acordo com as
temperaturas estudadas.

Dos onze isolados em que o gene stx/ foi identificado, dois (1E e 6B) ndo apresentaram
capacidade de formagao de biofilme, dois (10C e 12D) apresentaram formacao fraca e apenas
um (4A) apresentou forte capacidade de formacao de biofilme nas trés temperaturas estudadas.
Os outros seis isolados variaram a capacidade de formagdo de biofilme de acordo com as
temperaturas estudadas.

Dois isolados de Escherichia coli com presenca do gene stx2 apresentaram capacidade
fraca de formagao de biofilme a 37 °C (3E e 9A) e dois de formagdo moderada a temperatura
de 24 °C (8B e 9A). Dois isolados apresentaram capacidade moderada a temperatura de 37 °C
(8B e 11A) e a24°C (3E e 11A) cada. Para o gene stx2 nao houve isolado ndo formador nas
trés temperaturas e formador forte nas temperaturas de 37 °C e 24 °C.

Avaliando-se os genes de viruléncia stx/ e stx2 juntos em um isolado e a capacidade de
formag¢do de biofilme, o isolado 8A foi formador fraco e o 7A foi formador forte nas trés
temperaturas estudadas. Os isolados 5D e 11D foram formadores fracos a temperatura de 10 °C
e o isolado 9C, a 37 °C. A 24 °C, os isolados 9C e 11D apresentaram capacidade de formagao
de biofilme moderada. A temperatura de 37 °C, os isolados 5D e 11D apresentaram capacidade
moderada de formacao de biofilme, e 0 11D também apresentou a 24 °C. E apresentaram forte
capacidade de formar biofilme o isolado 5D a 24 °C e o isolado 9C a 10 °C.

Diferentemente dos resultados verificados neste estudo, Milan e Timm (2013), em
STEC de origem bovina no Rio Grande do Sul, demonstraram que os isolados ndo foram
capazes de formar biofilmes.

Avaliando-se os isolados com os genes de viruléncia, de acordo com a capacidade de
formagdo de biofilme e a resisténcia antimicrobiana, pode-se inferir que os isolados 4A, 7A,
7B e 11A possuem os fatores causadores de doencga, possuem capacidade formadora de biofilme

moderada e forte em diferentes temperaturas e sdo multirresistentes. O isolado 5D também



72

possui os fenotipos de multirresisténcia, com capacidade formadora moderada a 37 °C e forte a
24 °C. Dessa forma, esses isolados sdo relevantes para a saide publica. Corroborando esses
resultados, Sanchez et al. (2013), avaliando isolados de amostras humanas, também detectaram
isolados de Escherichia coli que apresentaram multirresisténcia e foram capazes de formar
biofilmes.

Dessa forma, os resultados apresentados nesta primeira pesquisa sobre os genes de
viruléncia de STEC em carcagas suinas no DF sdo relevantes por apresentarem isolados

contendo os genes stx/ e stx2, bem como fendtipos de multirresisténcia antimicrobiana.

Tabela 6 - Resisténcia antimicrobiana e capacidade de formagao de biofilme para Escherichia
coli contendo os genes de viruléncia stx/ e stx2, em diferentes temperaturas, oriundas de

carcaga suina dos abatedouros frigorificos A e B.

Capacidade de formacio de

Isolados (jyeneAs d? biofilme Resisténcia antimicrobiana
Viruléncia
37°C 24 °C 10°C
1E stx1 NF NF NF AMO-AMP-ERI-EST-SUL
3E stx2 FF FM FF AMO-AMP-ERI-EST-SUL-CLO-CIP
4A stx1 FFO FFO FFO AMO-AMP-ERI-EST-SUL-CLO-NAL
4D stx1 FF FF NF AMO-AMP-ERI-EST-SUL
5D stxl, stx2 FM FFO FF AMO-AMP-ERI-EST-GEN-SUL-CLO-NAL-CIP
6B stx1 NF NF NF AMO-AMP-ERI-EST-SUL-CLO-NAL
7TA stxl, stx2 FFO FFO FFO AMO-AMP-ERI-EST-SUL-DOX-TET-CLO
7B stx1 FM FFO FFO AMO-AMP-EST-SUL-DOX-TET-CLO-NAL
7C stx1 FM FF FF EST-GEN-SUL-DOX-TET-CLO-NAL-CIP
7D stx1 FM FM FF AMO-AMP-EST-SUL-DOX-TET-CLO-NAL
7E stx1 FF NF NF AMO-AMP-EST-SUL-DOX-TET-CLO
’A stxl, six2 FF FF FF AMO—AMP—CFZ-CAZ—(]JE(I){IE—EST—DOX—TET—CLO—
8B stx2 FM FF FF AMO-AMP-ERI-EST-DOX-TET-CLO-NAL
9A stx2 FF FF FF AMO-AMP-EST-SUL-DOX-TET-CLO-NAL-CIP
9C stxl, stx2 FF FM FFO CAZ-COL
10C stx1 FF FF FF CFZ-ERI-SUL-DOX-TET-CLO-NAL
11A stx2 FM FM FFO AMO-AMP-EST-SUL-DOX-TET-CLO-NAL
11D stxl, stx2 FM FM FF AMO-AMP-EST-SUL-DOX-TET-CLO-NAL
12A stx1 FF FM FFO AMO-AMP-ERI
12D stx1 FF FF FF AMO-AMP-ERI-SUL

NF = ndo formador; FF = fraco formador; FM = formador moderado; FFO = forte formador. AMO = amoxicilina,
AMP = ampicilina, CFZ = cefazolina, CAZ = ceftazidima, ERI = eritromicina, EST = estreptomicina, GEN =
gentamicina, SUL = Sulfonamida, DOX = doxiciclina, TET = tetraciclina, CLO = cloranfenicol, NAL = acido
nalidixico, CIP = ciprofloxacina, COL = colistina.

Houve diferenca significativa (P < 0,0001) para Salmonella spp. quanto a variagdo de

temperatura, ndo apresentando capacidade de formar biofilme a 10 °C e de ser formadora fraca
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a 24 °C e 37 °C, sem diferencga estatistica entre os pontos de coleta na carcaca (P < 0,33) e nos
pontos de coleta do abate, neste caso, por terem sido isoladas na mesma etapa do processo
tecnoldgico do abate.

Diferentemente desses resultados, Tadielo et al. (2022) obtiveram altas contagens de
biofilme a 12 °C para S. Typhimurium, com maiores contagens apos 96 horas e 120 horas. As
altas contagens podem ser relacionadas a formagao forte de biofilmes (DOIJAD et al., 2015).

Piras et al. (2015), em estudo com isolados de Salmonella enterica em abatedouros
frigorificos de suinos na Itélia, identificaram fraca capacidade de formag¢ado de biofilme em trés
isolados de carcagas incubados a 22 °C, assim como os isolados 7C e 7D incubados a 25 °C
deste estudo. No entanto, os referidos autores identificaram outros dois isolados como ndo
formadores de biofilme, um formador moderado e, incubados a 37 °C, todos os isolados foram
ndo formadores de biofilme, diferente dos isolados do presente estudo, que foram fracos
formadores (Tabela 8). Os autores italianos ainda observaram multirresisténcia antimicrobiana
em dois isolados de carcaga, tal qual os isolados 7C e 7D.

Shi et al. (2018) também identificaram, em isolados de Sal/monella de frangos saudaveis
e doentes na China, multirresisténcia a ciprofloxacina, a cefotaxime, ao sulfametoxazol e a
gentamicina, e sugeriram ter ocorrido a coexisténcia entre a formag¢ao de biofilme e a resisténcia
antimicrobiana em Salmonella. No presente estudo, foi verificada multirresisténcia a
tetraciclina, ao acido nalidixico, a ciprofloxacina, a ampicilina e a gentamicina. Sendo a
multirresisténcia antimicrobiana um problema de saude global, uma possivel consequéncia da
formacao de biofilmes ¢ a propagagdo da resisténcia a antimicrobianos e desinfetantes pelos
microrganismos, mantendo-se por mais tempo no ambiente industrial, e consequentemente o
aumento de bactérias multirresistentes (SHI ez al., 2018; JU et al., 2018).

Nair et al. (2015), em estudo na India, com diferentes sorotipos de Salmonella,
identificaram fraca capacidade de formag¢do de biofilme na maioria dos isolados incubados a
37° C por 72 horas. Os resultados apresentados no presente estudo discordam dos referidos
autores, uma vez que a temperatura 10 °C ndo foi identificada capacidade de formar biofilmes
pelos isolados 7C e 7D, mesmo sem diferencga significativa (P < 0,37) entre os tempos de
incubagao.

Os isolados formadores fracos ndo podem ser ignorados, uma vez que, com o tempo e
o uso de desinfetantes e antibidticos nas granjas, podem adquirir novos tragos genéticos,
plasmideos ou sofrer outras pressdes externas que expandam seu potencial patogénico (Nair et

al., 2015).
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A Listeria monocytogenes nao apresentou isolados ndo formadores de biofilme e
apresentou capacidade de formacao fraca para biofilme a temperatura de 24 °C e a temperatura
de 10 °C (tabela 8). Entretanto, apresentou capacidades moderada e fraca para a formagao de
biofilme a 37 °C. Nao houve diferenga estatistica entre os pontos da coleta no abate e apds a

lavagem final, antes do resfriamento, nem entre os pontos isolados na carcaga (P < 0,89).

Tabela 7 - Resultados da formagdo de biofilme dos isolados de Salmonella spp. e de Listeria
monocytogenes das carcagas de suinos do abatedouro frigorifico B, de acordo com Stepanovic¢

et al. (2000).

Isolados Microrganismo 37°C 24 °C 10 °C
7C Salmonella spp. FF FF NF
7D Salmonella spp. FF FF NF
8C Listeria monocytogenes M FF FF
12D Listeria monocytogenes FF FF FF

NF = nao formador de biofilme; FF = fraco formador de biofilme; FM = formador de biofilme moderado; FFO =
forte formador de biofilme.

Ripolles-Avila et al. (2022), tal qual neste estudo, ndo detectaram diferenca entre os
tempos de incubacdo de Listeria monocytogenes na formacao de biofilmes in vitro.

De acordo com Doijad et al. (2015), a quantidade de células identificadas em um
biofilme ¢ diretamente proporcional a for¢ca do biofilme. Dessa forma, de modo similar ao
presente estudo, Tadielo et al. (2022) também identificaram maior formag¢ao de biofilme por
Listeria monocytogenes a 37 °C, ou seja, forte formacdo a essa temperatura, no entanto esses
autores identificaram diferengas quanto ao tempo de incubacdo, com maiores contagens a 37
°C apds 24 horas e a 12 °C apds 96 horas.

Diferentemente do achado neste estudo, Lezzoum-Atek, Bouayad e Hamdi (2019)
encontraram diferenca nos tempos de incubacdo para a formagdo de biofilme de Listeria
monocytogenes, sendo mais importante apds 72 horas de incubagao.

Di Bonaventura et al. (2007) identificaram que o desenvolvimento do biofilme de
Listeria monocytogenes varia de acordo com a temperatura e demonstraram que, a 20 °C e a 37
°C, o biofilme formado exibe complexa organizacao, e, as temperaturas de 4 °C e 12 °C, ha uma
produc¢do rudimentar de biofilme, podendo-se comparar esses resultados a uma formagao forte
e fraca de acordo com as temperaturas. Dessa forma, os resultados desses autores para as
temperaturas mais baixas corroboram os resultados do presente trabalho, em que foi detectada
formagdo fraca de biofilme a 10°C, mas diverge das temperaturas de 24 °C e 37 °C, em que

foram detectadas fraca e moderada formagao de biofilme, respectivamente.
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Este ¢ o primeiro trabalho no Brasil a avaliar conjuntamente a capacidade de formacao
de biofilmes e a resisténcia antimicrobiana de Listeria monocytogenes e de Salmonella spp.
isoladas de carcagas suinas, e a demonstrar a multirresisténcia antimicrobiana em isolados de
Escherichia coli com variadas capacidades de formacdo de biofilme em isolados de STEC,
confirmados pela presenca dos genes de viruléncia stx/ e stx2, sendo, dessa forma, dados

relevantes para a saude publica.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, foi possivel realizar as contagens de Enterobacteriaceae, Escherichia coli
e Coliformes totais nas carcagas de suinos, as quais se mostraram pertinentes como controles
de qualidade entre as etapas do processamento de abate, revelando em quais etapas ocorrem as
maiores contaminagdes, sugerindo que medidas sejam tomadas para que se tenha um controle
da contaminagdo da carcaga nas etapas do abate.

Foi demonstrada alta multirresisténcia antimicrobiana nos isolados de Escherichia coli,
também foi identificada multirresisténcia nos isolados de Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes pela caracterizacdo fenotipica por técnica de disco difusdo. Além disso, foi
verificada alta sensibilidade aos antimicrobianos colistina e ceftazidima, esta uma cefalosporina
de 3? geragdo, considerados criticamente importantes para tratamentos de infecg¢des bacterianas
graves em humanos pela OMS. No entanto, ja existe resisténcia as quinolonas e macrolideos
nos isolados, como o acido nalidixico e a eritromicina, que também compdem a lista da OMS,
portanto um alerta ao uso de antimicrobianos em animais.

Nos isolados de Escherichia coli, foram isolados genes de viruléncia para STEC, ou
seja, os genes stx/ e stx2, em grande nimero, contendo ou ndo o gene da intimina eae, que pode
potencializar a viruléncia das cepas. Outro fator também identificado e que pode vir a
potencializar a viruléncia, além de manter tais genes persistentes e, também, dissemina-los
juntamente com a multirresisténcia no meio, ¢ a capacidade de formar biofilmes, a qual foi
variada em diferentes temperaturas, havendo poucos nao formadores.

Nos isolados de Salmonella spp., a fraca capacidade de formar biofilmes in vitro ndo
elimina seu potencial de disseminacdo de multirresisténcia, especialmente em condigdes
naturais. Nos isolados de Listeria monocytogenes, mesmo nao tendo ocorrido multirresisténcia
em ambos os isolados e apresentando sensibilidade aos antimicrobianos utilizados no
tratamento da listeriose humana, ha fraca formagao de formar biofilmes.

A presenca desses patdogenos juntamente com as contagens dos microrganismos
indicadores deste estudo refletem as condi¢des higiénicas do abatedouro e do processo
tecnologico do abate nos estabelecimentos avaliados.

Sendo este o primeiro estudo de caracterizacdo microbiana em carcagas de suinos no
DF, os dados apresentados demonstram a presenga dos genes de viruléncia stx/ e stx2 em
Escherichia coli e presenga de multirresisténcia neste microrganismo, o que também foi

observado em Salmonella spp. e Listeria monocytogenes. Tanto a identificagdo de patdgenos
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como a de genes de viruléncia podem representar risco para a saide publica, tendo em vista

estarem presentes nas diferentes etapas do processamento tecnologico do abate.
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APENDICES

Resultados das analises de capacidade de formacao de biofilme.

APENDICE I - CLASSIFICACAO DA CAPACIDADE DE FORMACAO DE
BIOFILME DOS ISOLADOS DE ESCHERICHIA COLI DAS CARCACAS DE SUINOS
DO ABATEDOURO FRIGORIFICO A, POR TEMPERATURA E TEMPOS DE
INCUBACAO, DE ACORDO COM STEPANOVIC ET AL. (2000).

Temperaturas/ tempos de incubaciio
Isolados 37°C/ 37°C/ 37°C/ 24 °C/ 24 °C/ 24 °C/ 10 °C/ 10 °C/ 10 °C/

72h 48h 24h 72h 48h 24h 72h 48h 24h
1A FF FF FF FFO FFO FF M FF FF
1B FF FF FF FFO FF FF M FF FF
1C NF FF FF FF M M M FF FF
1E NF NF FF FF NF NF NF NF NF
2A NF NF NF FF NF FF NF NF NF
2B FFO FFO FFO FFO FFO FF FFO FFO FFO
2C M M M FFO M M FF FF FF
3A FF FF FF FFO M FFO FF FF NF
3B M FF FF FF NF NF NF NF NF
3D NF NF FF FFO NF NF NF NF NF
3E NF FF FF M NF FFO NF FF FF
4A FFO FFO FFO FFO FFO FFO FFO FFO FFO
4D M NF FF FF FF NF NF NF NF
4E FF FF FF FFO M FF FF FF FF
5A M FFO M FFO FFO FFO FFO FFO FF
5B M FFO FF FFO M FF FF FF NF
5C FF FF M FFO FFO M FF FF FF
5D M FF M FFO FFO M FF FF FF
6A FF FF FF FF FF FF NF NF FF
6B NF NF FF FF NF NF NF NF NF
6D M M FF FFO FF M M FF FF
6E FF NF FF FF FF NF NF NF FF

NF = nao formador de biofilme; FF = fraco formador de biofilme; FM = formador de biofilme moderado; FFO =

forte formador de biofilme.



100

APENDICE II - CLASSIFICACAO DA CAPACIDADE DE FORMACAO DE
BIOFILME DOS ISOLADOS DE ESCHERICHIA COLI DAS CARCACAS DE SUINOS
DO ABATEDOURO FRIGORIFICO B, POR TEMPERATURA E TEMPOS DE
INCUBACAO, DE ACORDO COM STEPANOVIC ET AL. (2000).

Temperaturas/ tempos de incubaciio
Isolados 37°C/ 37°C/ 37°C/ 24 °C/ 24 °C/ 24°C/ 10 °cC/ 10 °C/ 10 °C/

72h 48h 24h 72h 48h 24h 72h 48h 24h
TA FFO FFO FFO FFO FFO FFO M FFO FFO
7B FFO M M M FFO FFO FFO M FFO
7C FM FFO M M FF FF FF FF FF
7D FFO M FF M M FFO FFO FF FFO
7E NF FF FF NF NF FF NF NF FF
8A FF FF FF FF NF FF NF FF FM
8B M M M FF FF FF FF FF NF
8C M M M FF FF FFO NF FF FFO
8D FFO M FFO M M FFO FFO FFO FFO
S8E M M FF FF FF M FF FF M
9A M FF FF FF FF FF FF FF FF
9B FF FF FF FF NF FF FF FF FF
9C FF FF M M FFO M FFO FFO FF
9D FFO FFO FFO FF M FFO FF M FFO
9E FF FF FF FF FF FF NF NF FM
10A FF FF FF NF FF M NF FF NF
10B FF FF FF NF NF FF FF FF FF
10C M FF FF NF FF FF FF FF M
10D FF M FF M FF FF FF FF FF
10E M M M FFO FFO M FF FF FF
11A FF M M M M FFO M FFO FFO
11B M M FF M FFO M M M FFO
11C FFO FF FF FF M FFO FF M FFO
11D M M M M FFO M FF FF FFO
11E M FF FF FF M FFO M FF FFO
12A FF FF FF FF M M FFO FFO FFO
12B M M FF FF FF FFO FF FF FFO
12D M FF FF FF FF FF FF FF FFO
12E M M M FF M FFO M FF FFO

NF = nao formador de biofilme; FF = fraco formador de biofilme; FM = formador de biofilme moderado; FFO =

forte formador de biofilme.
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APENDICE III - RESULTADOS DAS LEITURAS DAS CAPACIDADES DE
FORMACAO DE BIOFILME DOS ISOLADOS DE ESCHERICHIA COLI DO
ABATEDOURO FRIGORIFICO A, EM LEITOR DE ELISA (BIOTEK®ELX800), EM
COMPRIMENTO DE ONDA DE 490 NM, DE ACORDO COM A TEMPERATURA E
O TEMPO DE INCUBACAO, COM OS PARAMETROS PARA AVALIACAO DA
CLASSIFICACAO DA CAPACIDADE DE FORMACAO DE BIOFILMES ANTERIOR
AS LEITURAS, DE ACORDO COM AS TEMPERATURAS E TEMPOS DE
INCUBACAO.

Classificacao Temperaturas/ tempos de incubac¢io
quanto a 37°C/ | 37°C/ | 37°C/ | 24°C/ | 24°C/ | 24°C/ 10 °C/ 10 °C/ 10 °C/
capacidade de 72h 48h 24h 72h 48h 24h 72h 48h 24h

formar DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn=
biofilmes 0,087 0,067 0,071 0,058 0,080 0,063 0,064 0,065 0,061
NF DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi<
0.087 0.067 0.071 0.058 0.080 0.063 0.064 0.065 0.061

0.087< | 0.067< | 0.071< | 0.058< | 0.080< | 0.063< | 0.064< [ 0.065< | 0.061<

FF DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi<
0.174 0.134 0.142 0.116 0.160 0.126 0.128 0.130 0.122

0.174< | 0.134< | 0.142< | 0.116< | 0.160< | 0.126< | 0.128< | 0.130< | 0.122<

FM DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi<
0.348 0.268 0.284 0.232 0.320 0.252 0.256 0.260 0.244

FFO 0.348. < 0.268. < 0.284. < 0.232. < 0.320. < 0.252. < 0.256. < 0.260. < 0.244. <
DO1 DO1 DO1 DO1 DO1 DO1 DO1 DO1 DO1
Isolados DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi
CN 0,065 0,592 0,070 0,060 0,067 0,061 0,062 0,059 0,660
CN 0,081 0,063 0,068 0,599 0,113 0,064 0,069 0,073 0,061
CN 0,114 0,070 0,074 0,056 0,060 0,064 0,060 0,064 0,061
1A 0,098 0,096 0,142 0,894 0,670 0,121 0,234 0,112 0,082
1A 0,116 0,095 0,121 0,573 0,804 0,122 0,165 0,115 0,086
1A 0,114 0,114 0,117 0,517 0,731 0,105 0,158 0,121 0,089
1B 0,114 0,086 0,105 1,474 0,166 0,074 0,145 0,072 0,074
1B 0,117 0,081 0,108 0,362 0,123 0,071 0,135 0,073 0,069
1B 0,085 0,083 0,109 0,263 0,139 0,076 0,136 0,070 0,071
1C 0,085 0,113 0,132 0,121 0,199 0,194 0,128 0,111 0,090
1C 0,077 0,108 0,138 0,059 0,213 0,194 0,149 0,115 0,082
1C 0,093 0,117 0,144 0,060 0,210 0,160 0,147 0,118 0,078
1E 0,068 0,064 0,077 0,059 0,065 0,058 0,058 0,070 0,057
1E 0,068 0,057 0,068 0,059 0,063 0,060 0,056 0,063 0,059
1E 0,069 0,057 0,072 0,060 0,062 0,059 0,055 0,062 0,056
2A 0,074 0,061 0,067 0,171 0,063 0,059 0,052 0,059 0,057
2A 0405 0281 0,065 0,057 0,176 0,065 0,052 0,058 0,059
2A 0,069 0,065 0,068 0,061 0,069 0,065 0,061 0,062 0,060
2B 0,574 0,618 0,644 0,625 0,544 0,078 0,501 0,412 0,328
2B 0,655 0,651 0,598 0,773 0,628 0,115 0,492 0,350 0,302
2B 0,636 0,629 0,587 0,532 0,607 0,084 0,508 0,422 0,284
2C 0,228 0,103 0,176 0,812 0,219 0,144 0,105 0,115 0,098
2C 0,246 0,188 0,109 0,581 0,169 0,142 0,136 0,113 0,097
2C 0,357 0,319 0,155 0,471 0,908 0,190 0,119 0,124 0,108
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Classificaciio Temperaturas/ tempos de incubacio
quanto a 37°C/ | 37°C/ | 37°C/ | 24°C/ | 24°C/ | 24°C/ | 10°C/ | 10°C/ | 10°C/
capacidade de 72h 48h 24h 72h 48h 24h 72h 48h 24h
formar DOn= | DOn= | DOn= [ DOn= [ DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn=
biofilmes 0,087 0,067 0,071 0,058 0,080 0,063 0,064 0,065 0,061
NF DOi< | DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi<
0.087 0.067 0.071 0.058 0.080 0.063 0.064 0.065 0.061
0.087< [ 0.067< | 0.071< [ 0.058< | 0.080< | 0.063< | 0.064< [ 0.065< | 0.061<
FF DOi< | DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi<
0.174 0.134 0.142 0.116 0.160 0.126 0.128 0.130 0.122
0.174< | 0.134< | 0.142< | 0.116< | 0.160< | 0.126< | 0.128< | 0.130< | 0.122<
FM DOi< | DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi<
0.348 0.268 0.284 0.232 0.320 0.252 0.256 0.260 0.244
FFO 0.348. 0.268' 0.284' 0.232' 0.320' 0.252' 0.256' 0.260' 0.244'
<DOi | <DO1 | <DOi | <DOi | <DOi | <DOi | <DOi | <DOi | <DOi
Isolados DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi
3A 0,162 0,091 0,090 0,429 0,203 0,529 0,065 0,088 0,060
3A 0,173 0,080 0,089 0,391 0,171 0,472 0,064 0,084 0,061
3A 0,258 0,175 0,078 0,500 0,218 0,536 0,073 0,093 0,062
3B 0,390 0,069 0,067 0,064 0,063 0,057 0,056 0,060 0,059
3B 0,320 0,066 0,095 0,063 9147 0,056 0,057 0,061 0,059
3B 0,296 0,077 0,072 0,065 0,058 0,059 0,050 0,058 0,058
3D 0,359 0,058 0,114 0,544 0,084 0,059 0,056 0,056 0,060
3D 0,070 0,065 0,120 0,589 0,058 0,060 0,068 0,060 0,060
3D 0,064 0,060 0,072 0,588 0,066 0,060 0,062 0,063 0,059
3E 907+ 0,089 0,133 8742 0,080 0,303 0,060 0,064 0,085
3E 0,064 0,070 0,116 0,068 0,058 0,347 0,065 0,067 0,063
3E 0,062 0,069 0,151 0,182 0,066 0,291 0,064 0,072 0,060
4A 0,637 0,517 0,832 0,717 0,776 0,529 0,600 0,398 0,389
4A 0,603 0,492 0,635 0,642 0,433 0,472 0,538 0,405 0,390
4A 0,646 0,449 0,582 0,742 0,383 0,536 0,493 0,439 0,353
4D 0,261 0,065 0,085 0,061 0,091 0,057 0,059 0,062 0,056
4D 0,284 0,056 0,070 0,064 0,090 0,056 0,055 0,057 0,058
4D 0,259 0,070 0,073 0,068 0,057 0,059 0,056 0,058 0,060
4E 0,107 0,068 0,103 9764 0,172 0,078 0,075 0,107 0,069
4E 0,154 0,069 0,121 0,264 0,152 0,115 0,074 0,105 0,063
4E 0,190 0,075 0,111 0,164 0,193 0,084 0,075 0,107 0,057
5A 0,220 0,208 0,184 1,089 0,728 0,303 0,549 0,317 0,113
5A 0,288 0,296 0,354 1,362 0,837 0,347 0,374 0,355 0,105
5A 0,235 0,297 0,229 1,490 1,895 0,291 0,277 0,463 0,111
5B 0,359 0,463 0,137 0,442 0,178 0,097 0,157 0,083 0,060
5B 0,127 0,526 0,105 0,676 0,260 0,099 0,094 0,087 0,061
5B 0,145 0,403 0,151 0,462 0,216 0,107 0,088 0,093 0,070
5C 0,135 0,065 0,130 0,760 1,114 0,237 0,085 0,083 0,137
5C 0,122 0,081 0,148 1,238 1,263 0,248 0,088 0,076 0,115
5C 0,187 0,076 0,153 1,119 0,988 0,226 0,092 0,081 0,110
5D 0,189 0,102 0,181 0,805 0,493 0,148 0,103 0,115 0,085
5D 0,211 0,076 0,144 9352 0,635 0,133 0,079 0,106 0,090
5D 0,187 0,112 0,157 0,605 0,608 0,141 0,123 0,118 0,093
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Classificaciio Temperaturas/ tempos de incubacio

quanto a 37°C/ | 37°C/ | 37°C/ | 24°C/ | 24°C/ | 24°C/ | 10°C/ | 10°C/ | 10°C/
capacidade de | 72h 48h 24h 72h 48h 24h 72h 48h 24h

f.ormar DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn=
biofilmes 0,087 | 0,067 | 0,071 | 0,058 | 0,080 | 0,063 [ 0,064 | 0065 | 0,061

DOi< | DOic | DOi< | DOi< | DOis | DOi< | DOi< | DOis | DOi<

NE 0.087 | 0.067 0.071 0.058 0.080 | 0.063 0.064 | 0.065 0.061

0.087< | 0.067< | 0.071< [ 0.058< [ 0.080< [ 0.063< | 0.064< | 0.065< | 0.061<
FF DOi< | DOis | DOi< | DOi< | DOis | DOi< | DOi< | DOis | DOi<
0.174 | 0.134 | 0.142 0.116 | 0.160 | 0.126 | 0.128 0.130 | 0.122

0.174< | 0.134< | 0.142< | 0.116< | 0.160< | 0.126< | 0.128< | 0.130< | 0.122<
FM DOi< | DOic | DOi< | DOi< | DOis | DOi< | DOi< | DOis | DOi<
0.348 | 0.268 0.284 | 0.232 0.320 | 0.252 0.256 | 0.260 | 0.244

0.348 | 0.268 0.284 | 0.232 0.320 | 0.252 0.256 | 0.260 | 0.244

HEO <D0i | <DOoi | <poi | <pOi | <DOI | <DOI | <DOI | <DOI | <DOI
Isolados DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi
6A 0,920 0,095 0,114 0,079 0,122 0,070 0,063 0,061 0,062
6A 0,137 0,457 0,093 0,091 0,109 0,111 0,060 0,075 0,065
6A 0,085 0,091 0,110 0,104 0,135 0,068 0,067 0,061 0,064
6B 0,083 0,097 0,137 0,070 0,073 0,057 0,062 0,054 0,060
6B 0415 0,063 0,105 0,069 0,068 0,057 0,060 0,056 0,057
6B 0,062 0,061 0,151 0,439 0135 0,061 0,058 0,059 0,057
6E 0,164 0,063 0,170 0,070 0,059 0,058 0,055 0,062 0,058
6E 0,261 0,063 0,069 0,089 0,329 0,057 0,050 0,056 0,071
6E 0,131 0,061 0,076 0,076 0,071 0,061 0,058 0,055 0,063
Classificacio Temperaturas/ tempos de incubacio

quanto a 37°C/ | 37°C/ | 37°C/ | 24°C/ | 24°C/ | 24°C/ | 10°C/ | 10°C/ | 10°C/
capacidade de | 72h 48h 24h 72h 48h 24h 72h 48h 24h

formar DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn=
biofilmes 0,075 0,066 0,068 0,078 0,063 0,061 0,067 0,069 0,087

NF DOi< | DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi<
0.075 0.066 0.068 0.078 0.063 0.061 0.067 0.069 0.087

0.075< | 0.066< | 0.068< [ 0.078< | 0.063< | 0.061< [ 0.067< | 0.069< | 0.087<
FF DOi< | DOi< DOi< | DOi< | DOis DOi< DOi< DOi< DOi<
0.150 0.132 0.136 0.156 0.126 0.122 0.134 0.138 0.174

0.150< | 0.132< | 0.136< [ 0.156< | 0.126< | 0.122< [ 0.134< | 0.138< | 0.174<
FM DOi< | DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi<
0.300 0.264 0.272 0.312 0.252 0.244 0.268 0.276 0.348

0300< | 0264<|0272<] 0312< | 0.252<| 0.244<] 0.268< | 0.276 < | 0.348 <

FFO DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi
Isolados DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi

CN 0,078 0,064 0,067 0,078 0,062 0,060 0,072 0,074 0,099
CN 0,077 0,065 0,068 0,078 0,061 0,061 0,061 0,068 0,084
CN 0,070 0,069 0,068 0,077 0,065 0,062 0,068 0,066 0,079
6D 0,231 0,178 0,074 0,480 0,125 0,139 0,223 0,120 0,151
6D 0,251 0,174 0,089 0,412 0,104 0,129 0,154 0,096 0,150
6D 0,308 0,130 0,082 0,537 0,108 0,146 0,192 0,089 0,165

NF = nao formador de biofilme; FF = fraco formador de biofilme; FM = formador de biofilme moderado; FFO =
forte formador de biofilme. Xxx = outlier.

Obs.1: O isolado 6D foi avaliado nas placas do abatedouro frigorifico B.

Obs.2: Foi considerada a classificacdo de dois resultados iguais, dentre os 3 da triplicata, para o resultado final ou
o valor médio em caso das 3 reagdes da triplicata serem diferentes.
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APENDICE IV - RESULTADOS DAS LEITURAS DAS CAPACIDADES DE
FORMACAO DE BIOFILME DOS ISOLADOS DE ESCHERICHIA COLI OBTIDOS
DE CARCACAS DE SUINOS DO ABATEDOURO FRIGORIFICO B, EM LEITOR DE
ELISA (BIOTEK®ELX800), EM COMPRIMENTO DE ONDA DE 490 NM, DE
ACORDO COM A TEMPERATURA E O TEMPO DE INCUBACAO, COM OS
PARAMETROS PARA AVALIACAO DA CLASSIFICACAO DA CAPACIDADE DE
FORMACAO DE BIOFILMES ANTERIOR AS LEITURAS, DE ACORDO COM AS
TEMPERATURAS E TEMPOS DE INCUBACAO.

Classificaciio Temperaturas/ tempos de incubacio
quanto a 37°C/ | 37°C/ | 37°C/ | 24°C/ | 24°C/ | 24°C/ | 10°C/ | 10°C/ | 10°C/
capacidade 72h 48h 24h 72h 48h 24h 72h 48h 24h
de formar DOn=| DOn= | DOn= | DOn=| DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn =
biofilmes 0,075 0,066 0,068 0,078 0,063 0,061 0,067 0,069 0,087
NF DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi<
0.075 0.066 0.068 0.078 0.063 0.061 0.067 0.069 0.087
0.075< | 0.066< | 0.068< | 0.078< [ 0.063< [ 0.061< | 0.067< | 0.069< | 0.087<
FF DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi<
0.150 0.132 0.136 0.156 0.126 0.122 0.134 0.138 0.174
0.150< | 0.132< | 0.136< | 0.156< | 0.126< | 0.122< | 0.134< | 0.138< | 0.174<
FM DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi<
0.300 0.264 0.272 0.312 0.252 0.244 0.268 0.276 0.348
FFO 0.300' 0.264' 0.272' 0.3 12' 0.252. 0.244' 0.268' 0.276' 0.348.
<DOi | <DOi | <DOi | <DOi | <DOi | <DOi | <DOi | <DO1 | <DOi
Isolados DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi
CN 0,078 0,064 0,067 0,078 0,062 0,06 0,072 0,074 0,099
CN 0,077 0,065 0,068 0,078 0,061 0,061 0,061 0,068 0,084
CN 0,070 0,069 0,068 0,077 0,065 0,062 0,068 0,066 0,079
TA 0,561 0,525 0,219 0,444 0,275 0,469 0,284 0,299 0,411
TA 0,881 0,472 0,323 0,456 0,328 0,455 0,255 0,295 0,321
TA 2,028 0,471 0,335 0,369 0,345 0,473 0,229 0,318 0,562
7B 0,346 0,158 0,168 0,306 0,292 0,366 0,292 0,209 0,552
7B 0,320 0,14 0,156 0,274 0,292 0,332 0,317 0,179 0,643
7B 0,236 0,117 0,123 0,26 0,164 0,275 0,276 0,202 0,481
7C 0,216 0,431 0,199 0,312 0,064 0,13 0,068 0,068 0,157
7C 0,275 0,39 0,191 0,295 0,069 0,105 0,069 0,079 0,19
7C 0,475 0,402 0,244 0,265 0,064 0,115 0,069 0,07 0,136
7D 0,191 0,169 0,134 0,235 0,268 0,303 0,304 0,098 0,968
7D 0,418 0,143 0,149 0,254 0,216 0,326 0,304 0,096 0,762
7D 0,367 0,147 0,115 0,248 0,159 0,298 0,276 0,097 0.369
7E 0,070 0,071 0,075 0,076 0,06 0,046 0,062 0,073 0,106
7E 0,077 0,069 0,082 0,067 0,057 0,063 0,064 0,064 0,092
7E 0,068 0,088 0,073 0,083 0,062 0,064 0,071 0,068 0,123
SA 0,137 0,101 0,081 0,086 0,056 0,063 0,072 0,073 0,282
SA 0,137 0,085 0,073 0,13 0,062 0,078 0,067 0,07 0,174
SA 0,122 0,097 0,093 0,079 0,064 0,079 0,067 0,069 0,198
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Classificaciio Temperaturas/ tempos de incubacio
quanto a 37°C/ | 37°C/ | 37°C/ | 24°C/ | 24°C/ | 24°C/ | 10°C/ | 10°C/ | 10°C/
capacidade 72h 48h 24h 72h 48h 24h 72h 48h 24h
de formar DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn =
biofilmes 0,075 0,066 [ 0,068 0,078 0,063 0,061 0,067 0,069 0,087
NF DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi<
0.075 0.066 [ 0.068 0.078 0.063 0.061 0.067 0.069 0.087
0.075< | 0.066< | 0.068< | 0.078< | 0.063< | 0.061< | 0.067< [ 0.069< | 0.087<
FF DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi<
0.150 [ 0.132 0.136 [ 0.156 | 0.126 | 0.122 0.134 | 0.138 0.174
0.150< | 0.132< | 0.136< | 0.156< | 0.126< | 0.122< | 0.134< [ 0.138< | 0.174<
FM DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi<
0.300 [ 0.264 | 0.272 0.312 0.252 0.244 | 0.268 0.276 | 0.348
FFO 0.300' 0.264' 0.272' 0.3 12' 0.252. 0.244' 0.268' 0.276' 0.348.
<DOi | <DOi | <DOi | <DOi | <DOi | <DO1 | <DOi | <DOi | <DOi
Isolados DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi
8B 0,177 0,225 0,213 0,148 0,124 [ 0,107 0,084 [ 0,082 0,085
8B 0,137 0,193 0,211 0,099 0,101 0,092 0,079 0,076 | 0,084
8B 0,188 0,184 | 0,181 0,111 0,127 0,107 0,087 0,077 0,084
8C 0,243 0,233 0,166 | 0,084 | 0,072 0,225 0,062 0,073 0,497
8C 0,270 | 0,209 0,144 [ 0,097 0,072 0,349 0,066 | 0,074 | 0,344
8C 0,288 0,188 0,112 0,90 0,069 0,346 | 0,067 0,076 | 0,424
8D 0,328 0,232 | 6489 | 0,267 0,21 0,5 0,647 | 1607 1,706
8D 0,499 0,295 0,454 | 0,199 0,25 0,51 0,818 0,705 1,901
8D 0,592 0,226 | 0,321 0,177 0,245 0,476 | 0,554 | 0,765 1,845
SE 0,224 | 0,156 | 0,113 0,106 | 0,116 | 0,147 0,087 0,365 0,317
SE 0,242 0,12 0,129 0,129 0,081 0,135 0,085 0,136 | 0,321
SE 0,325 0,156 | 0,101 0,147 0,082 0,118 0,107 0,119 0,439
9A 0,214 | 0,139 0,074 | 0,193 0,083 0,078 0,074 | 0,072 0,143
9A 0,168 0,109 0,072 0,154 0,08 0,122 0,072 0,077 0,13
9A 0,145 0,098 0,075 0,139 0,102 0,103 0,065 0,071 0,159
9B 0,099 0,129 0,078 0,073 0,072 0,083 0,069 0,069 0,109
9B 0,422 0,083 0,073 0,082 0,059 0,086 | 0,062 0,08 0,096
9B 0121 | 0,086 0,08 0,08 0,06 0,088 0,072 0,079 0,113
9C 0,080 | 0,083 0,173 0,215 0,48 0,137 0,364 | 0,218 0,165
9C 0,096 | 0,088 0,159 0,177 0,438 0,15 0,371 0,344 | 0,134
9C 0,086 0,1 0,186 0,41 0,941 0,151 0,349 0,341 0,145
9D 0,331 0,447 0,302 0,145 0,235 0,584 0,12 0,214 | 0,626
9D 0,423 0,567 0,312 0,136 | 0,205 0,56 0,123 0,234 | 0,689
9D 0,354 | 0,493 0,282 0,167 0,202 0,674 | 0,125 0,187 0,72
9E 0,129 0,105 0,076 | 0,117 0,072 0,074 | 0,067 0,062 0,186
9E 0,119 0,105 0,075 0,109 0,071 0,108 0,071 0,066 | 0,178
9E 0,180 [ 0,088 0,071 0,109 0,078 0,09 0,067 0,067 0,194
10A 0,116 [ 0,095 0,079 0,077 0,078 0,152 0,059 0,08 0,071
10A 0,073 0,09 0,078 0,072 0,067 0,176 | 0,062 0,076 | 0,076
10A 0,079 0,096 | 0,082 0,081 0,073 0,193 0,066 [ 0,079 0,076
10B 0,117 0,077 0,083 0,075 0,061 0,086 | 0,062 0,076 [ 0,085
10B 0,137 0,081 0,076 | 0,075 0,063 0,096 | 0,076 | 0,088 0,092
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Classificaciio Temperaturas/ tempos de incubacio
quanto a 37°C/ | 37°C/ | 37°C/ | 24°C/ | 24°C/ | 24°C/ | 10°C/ | 10°C/ | 10°C/
capacidade 72h 48h 24h 72h 48h 24h 72h 48h 24h
de formar DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn =
biofilmes 0,075 0,066 [ 0,068 0,078 0,063 0,061 0,067 0,069 0,087
NF DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi<
0.075 0.066 [ 0.068 0.078 0.063 0.061 0.067 0.069 0.087
0.075< | 0.066< | 0.068< | 0.078< | 0.063< | 0.061< | 0.067< [ 0.069< | 0.087<
FF DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi<
0.150 [ 0.132 0.136 [ 0.156 | 0.126 | 0.122 0.134 | 0.138 0.174
0.150< | 0.132< | 0.136< | 0.156< | 0.126< | 0.122< | 0.134< | 0.138< | 0.174<
FM DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi<
0.300 [ 0.264 | 0.272 0.312 0.252 0.244 | 0.268 0276 | 0.348
FFO 0.300' 0.264' 0.272' 0.3 12' 0.252. 0.244' 0.268' 0.276' 0.348.
<DOi | <DOi | <DOi | <DOi | <DOi | <DO1 | <DOi | <DOi | <DOi
Isolados DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi
10B 0,120 [ 0,093 0,088 0,076 | 0,067 0,085 0,083 0,074 0,09
10C 0,227 0,095 0,081 0,068 0,07 0,081 0,084 | 0,086 | 0,193
10C 0,187 0,114 | 0,076 | 0,069 0,064 | 0,074 | 0,072 0,077 0,216
10C 0,107 0,14 0,091 0,072 0,065 0,084 | 0,069 0,096 | 0,206
10D 0,103 0,127 0,205 0,199 0,09 0,163 0,11 0,073 0,106
10D 0,103 0,135 0,099 0,169 0,092 0,081 0,126 0,07 0,108
10D 0,137 0,173 0,116 | 0311 0,119 0,082 0,16 0,068 0,106
10E 0,286 | 0,118 0,208 0,601 0,152 0,218 0,068 0,134 [ 0,102
10E 0,193 0,181 0,278 0,545 0,293 0,247 0,066 | 0,138 0,122
10E 0,156 | 0,191 0,27 0,368 0,432 0,219 0,068 0,122 0,091
11A 0,132 0,153 0,243 0,252 0,272 0,349 0,244 | 0,358 0,593
11A 0,159 0,156 | 0,375 0,198 0,176 | 0,311 0,211 0,35 0,593
11A 0,124 | 0,157 0,131 0,184 | 0,243 0,269 0,245 0,317 0,586
11B 0,158 0,146 0,12 0,185 0,265 0,24 0,314 | 0,365 0,641
11B 0,186 | 0,164 | 0,098 0,239 0,254 | 0,237 0,263 0,264 | 0,616
11B 0,158 0,179 0,101 0,22 0,194 | 0,294 | 0,233 0,281 0,679
11C 0,142 0,114 [ 0,099 0,082 0,233 0,377 0,075 0,271 0,636
11C 0,492 0,143 0,096 0,08 0,173 0,323 0,13 0,262 0,657
11C 0,582 0,113 0,092 0,08 0,207 0,394 | 0,078 0,288 0,815
11D 0,157 0,187 0,194 | 0,393 0,281 0,243 0,102 0,089 0,538
11D 0,206 | 0,157 0,198 0,235 0,228 0,22 0,105 0,087 0,325
11D 0,173 0,127 0,112 0,158 0,276 | 0,275 0,086 | 0,098 0,433
11E 0,166 | 0,127 0,141 0,117 0,25 0,309 0,24 0,097 0,646
11E 0,174 | 0,165 0,128 0,149 0,265 0,3 0,213 0,101 0,648
11E 0,109 0,129 0,127 0,135 0,195 0,284 | 0,177 0,103 0,522
12A 0,146 | 0,122 0,13 0,18 0,161 0,229 0,344 | 0,311 0,568
12A 0,586 | 0,177 0,138 0,139 0,187 0,224 | 0,292 0,309 0,72
12A 0,126 | 0,129 0,104 | 0,125 0,203 0,229 0,264 | 0,312 0,745
12B 0,161 0,097 0,09 0,107 0,075 0,292 0,078 0,092 0,35
12B 0,155 0,214 0,092 0,1 0,081 0,313 0,085 0,094 0,426
12B 0,250 0,176 0,102 0,121 0,083 0,393 0,072 0,096 0,403
12D 0,205 0,127 0,088 0,104 0,103 0,089 0,078 0,095 0,374
12D 0,181 0,158 0,082 0,105 0,13 0,082 0,075 0,09 0,347
12D 0,138 0,128 0,087 0,102 0,082 0,079 0,076 0,101 0,409
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Classificaciio Temperaturas/ tempos de incubacio
quanto a 37°C/ | 37°C/ | 37°C/ | 24°C/ | 24°C/ | 24°C/ | 10°C/ | 10°C/ | 10°C/
capacidade 72h 48h 24h 72h 48h 24h 72h 48h 24h
de formar DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn =
biofilmes 0,075 0,066 0,068 0,078 0,063 0,061 0,067 0,069 0,087
DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi<

NF 0.075 [ 0.066 | 0.068 [ 0.078 | 0.063 [ 0.061 0.067 | 0.069 | 0.087
0.075< | 0.066< | 0.068< [ 0.078< | 0.063< [ 0.061< | 0.067< | 0.069< | 0.087<
FF DOi< | DOi< | DOis | DOis | DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi<

0.150 0.132 0.136 0.156 0.126 0.122 0.134 0.138 0.174
0.150< | 0.132< | 0.136< | 0.156< | 0.126< | 0.122< | 0.134< | 0.138< | 0.174<
FM DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi<
0.300 0.264 0.272 0.312 0.252 0.244 0.268 0.276 0.348
FFO 0.300' 0.264' 0.272' 0.3 12' 0.252. 0.244' 0.268' 0.276' 0.348.

<DOi | <DOi | <DOi | <DOi | <DOi | <DOi | <DOi | <DO1 | <DOi
Isolados DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi

12E 0,216 | 0,199 | 0,161 | 0,108 | 0,286 | 0439 | 0,163 | 0,126 | 0,513
12E 0,164 | 0,142 | 0,16 | 0,088 | 0229 | 0418 | 0245 | 0,12 | 0411
12E 0,164 | 0,129 | 0,136 | 0,101 | 0217 | 0421 | 0,188 | 0,149 | 0,403

NF = néo formador de biofilme; FF = fraco formador de biofilme; FM = formador de biofilme moderado; FFO =
forte formador de biofilme. Xxx = outlier.

Obs.: Foi considerada a classificagdo de dois resultados iguais, dentre os 3 da triplicata, para o resultado final ou
o valor médio em caso das 3 reagdes da triplicata serem diferentes.
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APENDICE V - RESULTADOS DAS LEITURAS DAS CAPACIDADES DE
FORMACAO DE BIOFILME DOS ISOLADOS DE SALMONELLA SPP. OBTIDOS DE
CARCACAS DE SUINOS DO ABATEDOURO FRIGORIFICO B, EM LEITOR DE
ELISA (BIOTEK®ELX800), EM COMPRIMENTO DE ONDA DE 490 NM, DE
ACORDO COM A TEMPERATURA E O TEMPO DE INCUBACAO, COM OS
PARAMETROS PARA AVALIACAO DA CLASSIFICACAO DA CAPACIDADE DE
FORMACAO DE BIOFILMES ANTERIOR AS LEITURAS, DE ACORDO COM AS
TEMPERATURAS E TEMPOS DE INCUBACAO.

Temperaturas/ tempos de incubacio
Classificacdo | 37°C/ | 37°C/ | 37°C/ | 24°C/ | 24°C/ | 24°C/ | 10°C/ | 10°C/ | 10°C/

quanto a 72h 48h 24h 72h 48h 24h 72h 48h 24h

c;ep?(f;ﬂf:re DOn= | DOn=| DOn= | DOn=| DOn=| DOn=| DOn= | DOn=| DOn=
biofilmee | 0075 | 0,066 | 0,068 | 0078 | 0,063 | 0061 | 0,067 | 0,069 | 0,087
N DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi<
0075 | 0066 | 0.068 | 0078 | 0.063 | 0061 | 0067 | 0.069 | 0087

0.075< | 0.066< | 0.068< | 0.078< | 0.063< | 0.061< | 0.067< | 0.069< [ 0.087<
FF DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi<
0.150 0.132 0.136 0.156 0.126 0.122 0.134 0.138 0.174
0.150< | 0.132< | 0.136< | 0.156< | 0.126< | 0.122< | 0.134< | 0.138< [ 0.174<
FM DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi< DOi<
0.300 0.264 0.272 0.312 0.252 0.244 0.268 0.276 0.348
0300< | 0264<]0272< | 0312<| 0.252<| 0.244< | 0.268 < [ 0.276 < | 0.348 <

FFO DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi
Isolados DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi
7C 0,093 0,117 0,072 0,072 0,071 0,072 0,059 0,056 0,068
7C 0,140 0,089 0,070 0,069 0,282 0,070 0,056 0,054 0,073
7C 0,074 0303 0,068 0,067 0,067 0,064 0,063 0,058 0,054
7D 0,323 0223 0,078 0,065 0,068 0,064 0,060 0,063 0,054
7D 0,231 0,082 0,083 0,106 0,071 0,068 0,068 0,061 0,052
7D 0,126 0,074 0,102 0,075 0,064 0,069 0,079 0,064 0,054

NF = nao formador de biofilme; FF = fraco formador de biofilme; FM = formador de biofilme moderado; FFO =
forte formador de biofilme. Xxx = outlier.

Obs.: Foi considerada a classificagdo de dois resultados iguais, dentre os 3 da triplicata, para o resultado final ou
o valor médio em caso das 3 rea¢des da triplicata serem diferentes.
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APENDICE VI - RESULTADOS DAS LEITURAS DAS CAPACIDADES DE
FORMACAO DE BIOFILME, EM TRIPLICATA, DOS ISOLADOS DE LISTERIA
MONOCYTOGENES OBTIDOS DE CARCACAS DE SUINOS DO ABATEDOURO
FRIGORIFICO B, EM LEITOR DE ELISA (BIOTEK®ELX800), EM COMPRIMENTO
DE ONDA DE 490 NM, DE ACORDO COM A TEMPERATURA E O TEMPO DE
INCUBACAO, COM OS PARAMETROS PARA AVALIACAO DA CLASSIFICACAO
DA CAPACIDADE DE FORMACAO DE BIOFILMES ANTERIOR AS LEITURAS, DE
ACORDO COM AS TEMPERATURAS E TEMPOS DE INCUBACAO.

Temperaturas/ tempos de incubacio
Classificagdo | 37°C/ | 37°C/ | 37°C/ | 24°C/ | 24°C/ | 24°C/ | 10°C/ | 10°C/ | 10°C/
quanto a 72h 48h 24h 72h 48h 24h 72h 48h 24h
capacidade
de formar DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn= | DOn=
biofilmes 0,075 0,066 0,068 0,078 0,063 0,061 0,067 0,069 0,087

DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi<
0.075 0.066 0.068 0.078 0.063 0.061 0.067 0.069 0.087
0.075< | 0.066< [ 0.068< | 0.078< | 0.063< | 0.061< | 0.067< | 0.069< | 0.087<
FF DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi<
0.150 0.132 0.136 0.156 0.126 0.122 0.134 0.138 0.174
0.150< | 0.132< | 0.136< | 0.156< | 0.126< | 0.122< | 0.134< | 0.138< | 0.174<
FM DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi< | DOi<
0.300 0.264 0.272 0.312 0.252 0.244 0.268 0.276 0.348
0300< | 0264<]0272<]0312<] 0252< | 0.244< | 0.268< | 0.276 < | 0.348 <

NF

FFO DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi
Isolados DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi DOi
8C 0,171 0,147 0,214 0,135 0,090 0,100 0,098 0,073 0,100
8C 0,139 9434 0,201 0,108 0,081 0,089 0,090 0,075 0,069
8C 0,138 0,141 0,253 0,126 0,085 0,087 0,078 0,075 0,074
12D 0,140 0,172 0,288 0,116 0,095 0,091 0,090 0,082 0,066
12D 0,117 0,130 0,162 0,103 0,102 0,087 0,086 0,080 0,085
12D 0,175 0,124 0,209 0,120 0,093 0,085 0,101 0,080 0,063

NF = nao formador de biofilme; FF = fraco formador de biofilme; FM = formador de biofilme moderado; FFO =
forte formador de biofilme. Xxx = outlier.

Obs.: Foi considerada a classificagdo de dois resultados iguais, dentre os 3 da triplicata, para o resultado final ou
o valor médio em caso das 3 reagdes da triplicata serem diferentes.



