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Avaliacao dos resultados de analises de Escherichia coli para
verificagao do controle de processos em um estabelecimento
de abate de bovinos*

Evaluation of Escherichia coli test results for process control verification
at a bovine slaughterhouse
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Resumo

O objetivo do presente estudo foi comparar diferentes critérios de classificagédo e interpretagdo de analises de Escherichia coli
genérica, utilizadas na verificagdo de controles de processos de abate. Utilizaram-se trés critérios para a classificagdo de 1111
analises de superficie de carcagas bovinas: aceitaveis (negativas); marginais (positivas porém inferiores a um limite superior); e
inaceitaveis (acima do limite superior). Como limite superior adotaram-se parametros estabelecidos pelas legislagdes americana
(100 UFC/cm?) e australiana (20 UFC/cm?), e dois valores obtidos da média mais duas vezes o desvio padréo dos 1111 resultados
(5,31 UFC/cm?) e apenas dos 49 resultados positivos (27,43 UFC/cm?). Para a avaliagéo das andlises, foram comparadas duas
estratégias de janela movel, com limites para a ocorréncia de resultados marginais e inaceitaveis. Houve diferencga significativa
apenas quando utilizados o0 menor e o maior limites superiores. Com o limite de 5,31 UFC/cm? o nimero de resultados inaceitaveis
(16,32%) foi superior ao esperado estatisticamente. Com 100 UFC/cm?, observaram-se apenas resultados aceitaveis. Essa
variagdo demonstra que o uso de um limite inadequado poderia levar a tomada de medidas corretivas excessivas ou insuficientes,
prejudicando o controle de processos. Contudo, quando os resultados foram aplicados as duas metodologias de janela moével,
nao foram observadas diferengas significativas quanto ao nimero de agdes corretivas a serem tomadas. Portanto, a média da
contagem de E. coli calculada em cada estabelecimento, obtida somente dos resultados positivos, somada ao uso de uma janela
movel, mostra-se a ferramenta mais aplicavel para um diagnoéstico continuo e manutengéo do controle de processos de abate.
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Abstract

Escherichia coli tests are used to verify the adequacy of slaughter process controls whit respect to fecal contamination. This
research aimed to evaluate different performance criteria for generic E. coli test results, in 1111 swab samples of beef carcasses.
Results were classified as acceptable, marginal and unacceptable by the American and Australian standards, 100 and 20 CFU/
cm? respectively, and two parameters calculated according Brazilian guidelines considering the mean plus two standard deviations:
5.31 CFU/cm?, obtained from the total of results; and 27.43 CFU/cm? considering only positive samples. Only the limits of 5,31 and
100 CFU/cm? did not present the expected distribution of marginal and unacceptable results (83.68% and 16.32%; and 100% and
0%, respectively), and could lead to excessive or insufficient corrective actions to prevent fecal contamination. The evaluation of
E. coli results were performed using two strategies of a moving window approach, considering 13 or 15 consecutive samples and
limits on occurrence of marginal and unacceptable results. No significant differences were observed in the number of necessary
corrective actions, which indicates that moving window approach considers mainly the occurrence of E. coli and not only high
bacteria counts. Thus, the mean count only of positive results of E. coli calculated in each establishment applied in a moving
window considering the occurrence of bacteria was the most applicable instrument to identify failures during production, allowing
an effective slaughter process control and pathogen reduction.
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Introdugéao

A detecgao de Escherichia coli em superficie de carcagas
bovinas esta associada a ocorréncia de contaminacao fecal
durante o seu processamento como resultado de possiveis
falhas operacionais. Logo, os resultados das analises deste
micro-organismo sao importantes ferramentas de mensuracéo
da qualidade higiénica dos procedimentos realizados nas
industrias de abate (Tergney e Bolton, 2006).

A pesquisa de E. coli genérica — biotipo | em carcacgas bovinas
vem sendo utilizada como instrumento de verificagdo do controle
higiénico-sanitario de processos desde 1996, quando passou
a ser exigida nos Estados Unidos pelo Servigo de Inspecéo e
Segurancga dos Alimentos (Food Safety and Inspection Service -
FSIS) como parte de seu programa de redugéo de patégenos. A
partir do levantamento de dados nacionais, o FSIS estabeleceu
valores de referéncia e critérios para a classificagao das analises
de E. coliem aceitaveis, marginais e inaceitaveis de acordo com
a contagem deste micro-organismo, bem como sua avaliagéo,
permitindo assim a identificagdo de eventuais desvios e a adogao
de medidas corretivas para a manutengdo do controle dos
processos (USDA, 1996a). O Servigo de Inspecao Australiano
(Australian Quarantine and Inspection Service — AQIS) também
realiza o monitoramento de microorganismos em industrias
de abate. Desde 1997, analises de E. coli e de Salmonella
spp sé&o realizadas como parte de um programa nacional para
identificagdo de desvios e manutencgao do controle operacional
das industrias em relagé@o a contaminacgéo fecal (AQIS, 2003).

No Brasil, os testes rotineiros para E. coligenérica foram instituidos
para estabelecimentos exportadores em janeiro de 1997 pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
mantendo-se o estabelecido pela legislagao americana (Brasil,
1996). Entretanto, em dezembro de 1997, a categorizagao dos
resultados foi substituida pela analise estatistica dos mesmos,
realizada a partir de registros feitos em cada estabelecimento
com a determinagcdo de médias e limites proprios para a
identificacdo de tendéncias (Brasil, 1997).

Desde entdo, ndo ha no Brasil valores de referéncia para a
analise dos resultados dos testes de E. coli genérica, devendo
cada estabelecimento determinar os seus parametros a partir de
uma série histérica de dados (Brasil, 2006). A obtencao desses
critérios, contudo, ndo foi claramente descrita nas instrugdes
publicadas pelo MAPA, havendo grande divergéncia nos
valores utilizados como limites, bem como na interpretagéo dos
resultados das andlises microbioldgicas por parte das industrias
de abate de bovinos e, portanto, ha diferencas na tomada de
acdes preventivas e corretivas entre os estabelecimentos.

Assim, o presente estudo comparou diferentes metodologias
para a avaliagao e interpretagdo dos resultados de E. coli
genérica em superficie de carcagas bovinas a fim de determinar
a forma mais adequada para o seu gerenciamento em um
estabelecimento de abate.

Material e métodos

Foram avaliados os resultados de analises referentes a 1111
amostras de suabe de superficie de meias carcagas bovinas
obtidas em um matadouro-frigorifico sob Inspecéo Federal,
localizado no Estado de Mato Grosso, habilitado a exportagao,
entre os meses de janeiro e dezembro de 2010.
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As amostras foram coletadas em trés pontos distintos
de meias carcagas resfriadas, sorteadas aleatoriamente,
aproximadamente 24 horas apds a matanga, numa frequéncia
de um teste a cada 300 carcagas. Os pontos de coleta foram
realizados, nesta sequéncia, nas regides do vazio, do peito e da
alcatra. Estes foram demarcados por moldes metalicos estéreis
com area de 100 cm? e para cada regido realizou-se a aplicagao
de suabes, previamente umedecidos em 10 ml de solugéo salina
peptonada tamponada 1%, por 10 vezes no sentido vertical e por
10 vezes no horizontal (Brasil, 1997). Os suabes acondicionados
em sacos estéreis foram armazenados em caixas isotérmicas e
transportados ao laboratério credenciado pelo MAPA onde foram
analisados pela metodologia AOAC 998.08 — E. coli Petrifilm™
(Horwitz e Latimer, 2005), validada pelo MAPA (Brasil, 2005).
Foram inoculadas aliquotas de 1 ml das amostras em placas
Petrifilm™ EC para a identificagdo e contagem do numero de
colbnias. Apds incubagdo por 24+1h a 35+2°C, aquelas que
apresentaram coloragdo azul com produgéo de gas foram
quantificadas como E. coli. Os resultados foram expressos em
unidades formadoras de col6nia (UFC) por unidade de area
(cm?), sendo o limite de deteccédo 0,083 UFC/cm? (Horwitz e
Latimer, 2005). Valores abaixo deste limite foram considerados
resultados negativos.

Os resultados foram entdo classificados em trés categorias
segundo os valores das contagens de E.coliem UFC/cm?, sendo
considerados aceitaveis, os resultados negativos; marginais, os
resultados com valores entre o limite de detecgao (0,083 UFC/
cm?) e o limite superior; e inaceitaveis, aqueles acima do limite
superior (USDA, 1996a; Brasil, 1997). Utilizaram-se quatro
limites superiores distintos para a definigdo das categorias: dois
limites superiores estabelecidos pelo FSIS e pelo servico de
inspecgéo australiano (Australian Quarentine Inspection Service —
AQIS), sendo eles 100 UFC/cm? e 20 UFC/cm?, respectivamente
(USDA, 1996a; AQIS, 2003); e dois limites superiores calculados
a partir da média dos valores das contagens de E. coliem UFC/
cm? dos resultados, conforme o método de Andlise Estatistica de
Processo (Brasil, 1997). O primeiro limite calculado foi obtido a
partir da contagem total do microorganismo durante o periodo
de analise, incluindo os negativos, método que é realizado
atualmente por diversos estabelecimentos. O segundo limite
calculado foi obtido apenas dos resultados positivos, ambos
somados a duas vezes o desvio padrao, conforme orientagdes
da legislacao brasileira (Brasil, 2008).

Para a avaliagdo das analises de E. coli foram comparadas duas
abordagens de janela mével que consideram a ocorréncia de
resultados marginais e inaceitaveis em um nimero determinado
de amostras para a identificagdo de desvios. Com a primeira
janela movel, descrita pelo FSIS, foram analisados sempre
os ultimos 13 resultados na ordem em que foram obtidos. A
inclusdo de um novo resultado excluia o primeiro, e assim
sucessivamente (USDA, 1996a). Com a segunda janela movel,
baseada no sistema australiano, foram avaliados 15 resultados
consecutivos (AQIS, 2003). Nos dois casos, os resultados
da avaliagdo por meio da janela modvel foram considerados
“reprovados” na ocorréncia de mais de trés resultados marginais
ou um resultado inaceitavel. Ocorrendo até trés resultados
marginais € nenhum resultado inaceitavel, os resultados da
avaliagdo foram considerados “aprovados”. Considerando a
metodologia australiana, a cada resultado reprovado encontrado,
a contagem das proximas 15 amostras era reiniciada mesmo
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que a janela ainda néo tivesse sido completada, diferentemente
do método americano que mantém uma janela continua de 13
amostras.

As porcentagens dos resultados em cada categoria foram
comparadas pelo teste qui-quadrado (p<0,05), utilizando-se o
programa SPSS Statistics 17.0. As médias e desvios padrédo
foram obtidos no programa SigmaStat 3.5.

Resultados e discussao

Das 1111 amostras analisadas, 1062 (95,6%) apresentaram
resultados negativos para a presenca de E. coli genérica e
foram consideradas aceitaveis. As demais 49 andlises (4,4%)
apresentaram resultados positivos, com contagens variando
entre 0,083 UFC/cm? e 77,083 UFC/cm? e foram classificadas
como marginais ou inaceitaveis de acordo com cada um
dos quatro limites superiores. A média da contagem total do
microorganismo obtida das 1111 analises foi de 0,18+2,56
UFC/cm?, resultando em um limite superior de 5,31 UFC/cm?.
Em relagéo ao calculo do limite superior obtido somente dos
resultados positivos (49 anadlises), obteve-se uma média de
4,08+11,67 UFC/cm? e um limite superior de 27,43 UFC/cm>.
A distribuicdo dos resultados positivos esta apresentada na
tabela 1.

Tabela 1: Classificagdo dos resultados positivos de E. coli
genérica em superficie de carcagas bovinas

Limites superiores (UFC/cm?)

FSIS AQIS TOTAL POSITIVOS
Resultados

100 20 5,31 27,43
Marginais 49 (100%)* 47 (95,92%) 41 (83,68%)* 48 (97,96%)
Inaceitaveis 0 (0%)* 2 (4,08%) 8(16,32%)* 1(2,04%)

* valores observados desviam significativamente dos valores esperados no
teste qui-quadrado (p= 0,002).

Apenas as distribuicdes em torno do limite superior de 20
UFC/cm?, instituido pelo AQIS, (95,92% marginais e 4,08%
inaceitaveis) e do limite superior de 27,43 UFC/cm?), definido a
partir da média dos resultados positivos, (97,96% marginais e
2,04% inaceitaveis) apresentaram uma proporc¢ao de resultados
marginais e inaceitaveis dentro do esperado estatisticamente.
Com o limite de 5,31 UFC/cm? observaram-se numeros inferiores
de resultados marginais (83,68%) e superiores de resultados
inaceitaveis (16,32%) em relagédo ao esperado. Com o limite
de 100 UFC/cm?, nenhum resultado inaceitavel foi observado
(Tabela 1).

As diferengas observadas na categorizagdo dos resultados
evidenciam a importancia da correta determinacdo dos limites
superiores a serem utilizados, pois os resultados microbiologicos
terao impacto direto nas agbes a serem tomadas pela Inspecao
Federal e pelo controle de qualidade das empresas a fim
de monitorar e manter sob controle os processos de abate.
Entretanto, a legislacao brasileira ndo apresenta um limite
predeterminado para a classificagao dos resultados de E. coli
genérica em superficie de carcagas bovinas.
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Conforme o disposto na Circular n® 835 da Coordenagao Geral
de Programas Especiais (CGPE) do MAPA, o limite superior
¢é definido como a média de uma série histérica de resultados
somado duas vezes o desvio padréo, e ndo ha instrugdes sobre
de que forma essa média deve ser obtida ou quais resultados
devem ser utilizados na sua determinagdo. Além disso, a
aplicacédo de medidas corretivas e preventivas deve ocorrer
apenas quando o limite superior for extrapolado (Brasil, 2006).
Assim, a falta de padronizagédo na avaliagdo dos dados pode
resultar em agbes de controle equivocadas, desnecessarias
ou insuficientes. O uso das duas médias calculadas de
maneiras diferentes neste estudo mostrou uma variagdo na
classificagcdo das analises microbioldgicas (Tabela 1), e como
cada distribuicdo, em fungdo dos limites escolhidos, pode
representar dois cenarios distintos: um demonstrando que os
processos industriais estao sob controle e o outro demonstrando
a falta de controle higiénico-sanitario das operagdes, apesar dos
resultados em UFC/cm? serem 0s mesmos.

Muitos estabelecimentos vém utilizando a média do total de
resultados de E. coli genérica (positivos e negativos) para
estabelecer o limite que ira classifica-los. Porém, assumir os
resultados negativos na determinagdo da média de contagem
deste microorganismo pode resultar em um valor inferior do
que o realmente detectado. A média do total de resultados
calculada anteriormente, mesmo com a soma de dois desvios,
classifica 16,32% dos resultados como inaceitaveis, um nimero
aproximadamente oito vezes maior do que o obtido com o limite
calculado apenas a partir dos resultados positivos (2,04%), o
que resultaria, portanto, na tomada excessiva de agoes.

Em um estabelecimento com baixa ocorréncia de E. coli, a
exemplo o estabelecimento pesquisado (4,4% de presenca),
a porcentagem de resultados negativos é alta, resultando em
uma distribuicdo assimétrica dos dados, ou seja, os valores ndo
se distribuem igualmente ao redor da média. Para avaliacéo
estatistica nessas situagdes, o uso de outras medidas, tais
como mediana, quartil e percentil, pode refletir melhor as
caracteristicas da distribuicdo dos resultados do que a média
(Callegari-Jacques, 2003). Em um estudo para estimar a
prevaléncia de microorganismos de interesse a saude coletiva
nos Estados Unidos, de 2112 amostras analisadas, 1779 foram
negativas (84,2%) (USDA, 1996b). Com base nesses dados,
os critérios de verificagdo estabelecidos pelo FSIS foram
determinados a partir dos valores correspondentes ao 80° e ao
98° percentil (5 UFC/cm?, limite de detecc¢éo do ensaio, e 100
UFC/cm?, respectivamente): resultados aceitaveis, aqueles
abaixo do 80° percentil; marginais entre o 80° e o 98° percentil;
e inaceitaveis os acima do 98° percentil (USDA, 1996a).

No Brasil, segundo a Circular n°® 273, do Departamento de
Inspecéo de Produtos de Origem Animal — DIPOA/MAPA, de
22 de dezembro de 1997, esses valores de referéncia e a
categorizagdo dos resultados deixaram de ser utilizados devido
a falta de um fator de conversao que possibilitasse a correlagédo
dos resultados obtidos com o método de suabe (ndo-destrutivo),
adotado no pais, com aqueles obtidos pelo método de excisdo
de tecido (destrutivo), utilizado no estudo americano (Brasil,
1997). O FSIS, contudo, orienta a utilizagao desses parametros
mesmo em casos de coleta ndo-destrutiva, pois além de evitar
danos a superficie das carcagas, espera-se que a maior area
amostrada, cinco vezes maior na técnica de suabe (300 cm?) em
relacdo a metodologia destrutiva (60 cm?), fornega resultados
comparaveis aos da técnica de excisdo (USDA, 1996a).



Alguns estudos j& demonstraram a relagdo positiva entre
area amostrada e a detecgdo de microorganismos. Pearce
e Bolton (2005) observaram um maior numero de amostras
positivas para enterobactérias em carcagas bovinas ao utilizar
o método de esponja em relacdo ao método de excisao,
atribuindo o resultado a diferenca da area de amostragem (100
cm? para esponja e 5 cm? para excisdo). Gill e Jones (2000)
demonstraram que para bactérias com baixa freqiéncia em
carcagas, como as enterobactérias, as chances de coleta-las
dobram para cada aumento em dez vezes da area amostrada.
Segundo os resultados de Ghafir
e Daube (2008), a coleta néo
destrutiva abrangendo uma é&rea
total de 600 cm? em meias carcagas
suinas mostrou-se eficiente na
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de resultados marginais e inaceitaveis € a estratégia
adotada em paises como Estados Unidos e Australia para o
acompanhamento do desempenho dos processos de abate.
Além disso, os limites sdo aplicados na medida em que os
resultados sdo obtidos, permitindo uma aplicabilidade mais
imediata das analises microbiolégicas como ferramentas de
verificagdo e monitoramento de processo (AQIS, 2003; USDA,
1996a). As duas abordagens de janela moével, americana e
australiana, foram aplicadas as 1111 analises de E. coli obtidas
em 2010 (Tabela 2).

Tabela 2: Distribuigao dos resultados de E. coli genérica em superficie de carcagas bovinas
apos aplicagdo de uma janela mével de 13 e 15 amostras

determinacdo de contagens de E.

Limites superiores (UFC/cm?)

coli em comparagdo ao método Janela Mével  Resultados FSIS AQIS TOTAL POSITIVOS
de excisao de referéncia, que 100 20 531 27.43
compreendia 20 cm?2.
A 11 9 11 459 11 Y 11 459

Esses estudos, embora néo 13 amostras provados 06 (99,55%) 05 (99,45%) 00 (99%) 05 (99,45%)
estabelecam uma correlagao FeIs Reprovados 5 (0,45%) 6 (0,55%) 11 (1%) 6 (0,55%)
direta entre as duas metodologias,
tém demonstrado que a coleta

~ . . 0, 0, 0, 0,
ndo destrutiva é adequada para 15 amostras  AProvados 1109 (99,8%) 1108 (99,7%) 1103 (99,3%) 1108 (99,7%)
o0 uso em estabelecimentos de AQIS
abate na verificagéo de controle de Reprovados 2 (0,02%) 3(0,3%) 8 (0,7%) 3(0.3%)

processos (Martinez et al., 2010).

O FSIS manteve os critérios para a

categorizagao e avaliagao das analises de E. coli estabelecidos
em 1996 mesmo apos a divulgagdo de novos resultados obtidos
pelo método ndo destrutivo em 2005 (USDA, 2005). Apesar
da diferenga encontrada na média de contagem de E.coli (33
UFC/cm? no primeiro estudo e 0,26 UFC/cm? no segundo), as
ocorréncias foram semelhantes, 15,8% no primeiro estudo e
16,6% no estudo seguinte, indicando que a deteccéo deste
microorganismo nao foi comprometida pelo método de coleta
utilizado (Eblen et al., 2005).

Ametodologia para a interpretacao dos resultados bacteriol6gicos
atualmente utilizada no Brasil ndo considera a ocorréncia de E.
coligenérica para a adogao de medidas corretivas (Brasil, 2006),
mas sim as contagens, que podem ser bastante variaveis. Assim,
por ndo haver um valor de referéncia nacional a interpretagéo
torna-se dificultada. Barros et al. (2007), ao pesquisarem onze
estabelecimentos no Estado do Parana, encontraram uma
média de contagem de E. coli de 10,23 UFC/cm? com variagdo
de 0,89 UFC/cm? a 3019,95 UFC/cm?, valores superiores ao
demonstrado no presente estudo. Por outro lado, resultados
de Caselani (2010) em pesquisa realizada em um abatedouro
no Estado de Sao Paulo demonstraram uma média inferior ao
presente estudo, sendo esta de 1,62 + 3,23 UFC/cm?. Entretanto,
a ocorréncia foi de 22%, variando entre os meses do ano e de
acordo com o sistema de criagdo dos animais.

Dessa forma, limitar a adogdo de medidas corretivas apenas
quando ha deteccdo de contagens acima de determinado
limite superior pode comprometer o controle das operacoes,
pois as possiveis variagdes na ocorréncia de E. coli genérica
nao séo consideradas. Além disso, desconsiderar a ocorréncia
de resultados marginais também pode ocultar as falhas
ocorridas durante as operagdes. A categorizacao das analises
microbiolégicas com aplicagdo de limites para a ocorréncia

Nao foram observadas diferengas significativas quando
comparados os resultados aprovados e reprovados para os
quatro limites superiores utilizados, indicando que com esta
metodologia, o que realmente influencia no resultado é a
ocorréncia do microorganismo e ndo os valores das contagens.
Contudo, na pratica, uma grande diferenga é identificada. No
sistema americano, utilizando-se o menor limite superior (5,31
UFC/cm?) seriam necessarias 11 intervengbes a fim de se
identificar e corrigir possiveis falhas no controle de processos.
Com os demais limites (20, 27,43 e 100 UFC/cm?) o numero
de agbes reduziria em aproximadamente 50% (6, 6 e 5,
respectivamente). Com a aplicagdo da janela mével australiana,
o numero de intervengdes seria ainda menor: 8 para o limite de
5,31 UFC/cm?; 3 para os limites de 20 e 27,43 UFC/cm?; e 2
para o limite de 100 UFC/cm?2.

A escolha da melhor abordagem poderia, portanto, ser
definida em fungéo da ocorréncia do microorganismo em cada
estabelecimento. Quando a ocorréncia de E. coli é alta, a janela
de 13 amostras parece ser a mais aplicavel, visto que o nimero
de intervengdes sera maior. Neste caso, cada resultado positivo,
mesmo que n&o seja inaceitavel, contribui para a alta ocorréncia
do microorganismo, logo precisa ser considerado e avaliado de
forma a permitir a correcdo de possiveis falhas operacionais.
No sistema americano, cada novo resultado reprovado dispara
uma acao buscando identificar e solucionar possiveis falhas no
processo. Dessa forma, pode ser tomada mais de uma agéo
sobre um mesmo resultado reprovado, o que seria importante
para a redugcdo de uma alta ocorréncia do microorganismo,
como as observadas nos Estados Unidos nos anos de 1996 e
1997 (Eblen et al., 2005).

Em uma situagcéo de baixa prevaléncia, como o registrado na
Australia em 2003, 3% a 7% (Kiermeier et al., 2006), presume-
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Se que 0s processos ja estejam sob controle, sendo necesséria
apenas a manutengdo. Portanto, a janela mével de 15 amostras
com o reinicio da contagem pode ser a mais eficiente, pois o
foco desta abordagem esta na deteccéo de eventuais desvios.
Nesta metodologia, ao reiniciar a contagem na ocorréncia de
um resultado reprovado, as agdes ndo incidem mais de uma
vez sobre cada um dos resultados.

Conclusao

O uso de uma média histérica obtida em cada estabelecimento,
considerando suas particularidades, calculada apenas a partir
de resultados positivos de E. coli mostrou-se ser o critério mais
adequado para a classificagdo das analises em trés categorias:
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