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RESUMO

Dailis Delazeri. Suplementagdao com levedura saccharomyces cerevisae reduz contaminagao
microbioldgica da carcaca em novilhos terminados em confinamento

O uso de aditivos alimentares a base de parede celular de leveduras (PCL) j& vem
sendo estudo com o intuito de favorecer o crescimento de bactérias benéficas intestinais
em detrimento das patogénicas em ruminantes e com isso diminuir quadros de diarreias
e aumentar a performance animal. Acredita-se também, que esta alteracdo na microbiota
intestinal, poderia contribuir com uma menor contaminacao da carcaca bovina no momento do
abate, fato que ainda nao foi estudado em bovinos de corte. Deste modo o presente
trabalho objetiva verificar se o prebidtico a base de parede celular de Saccharomyces
cerevisiae reduz coliformes totais, Escherichia coli e Salmonella spp das fezes e da carcaga
bovina no momento do abate apoés a evisceragdo. Para tanto, 18 novilhos, %2 sangue Angus,
confinados, foram submetidos a trés tratamentos diarios durante 105 dias: controle (dieta sem
leveduras), levedura 4g (dieta com 4g/animal/dia de 2 x 10'°cel/g de Saccharomyces
cerevisiae comercial RumenYeast® ICC, Sio Paulo, Brasil), levedura 7g (dieta
com

7g/animal/dia, de 2 x 10'cel/g de Saccharomyces cerevisiaze comercial RumenYeast™
ICC, Sao Paulo, Brasil ). Nos dias 29 e 90 apds a entrada no confinamento, fez-se as
andlises a partir de amostras de fezes, couro, 4gua e alimento para contagem de
Escherichia coli e coliformes totais e isolamento de Salmonella spp. baseado na
metodologia descrita pelo fabricante Petrifilm 3M®. No dia do abate, realizou-se coleta nas
carcacas para identificacdo e quantificagdo de Escherichia coli, coliformes totais,
mesofilos pela mesma metodologia e identificagdo qualitativa de Salmonella spp. pela
metodologia ISO 6579/2017. Notou-se redug¢do de FEscherichia coli e coliformes totais
nas amostras de fezes (P=0,0001 e 0,001 respectivamente) e de Escherichia coli,
coliformes totais e aerdbios mesofilos na carcaga (P=0,06; 0,10 e 0,05 respectivamente)
nos grupos tratados com as duas doses do prebiotico, e que houve auséncia de Salmonella
spp. em todas as coletas realizadas. Concluiu-se que a suplementacdo com 4 ou 7 g/dia
de PCL reduziu a excre¢do fecal e consequentemente, a contaminagdo da carcaga pela
Escherichia coli, mesofilos e coliformes totais dos animais confinados, sendo uma
medida sanitdria benéfica e livre de residuos para melhorar a qualidade microbioldgica
da carne.

Palavras chave: levedura, microrganismos, frigorifico.



ABSTRACT

Dailis Delazeri. Evaluation of Saccharomyces cerevisiae yeast in the reduction of
contamination microbiological of bovine carcasses.

The use of yeast cell wall feed additives (PCL) has already been studied with the aim
of favouring the growth of beneficial intestinal bacteria to the detriment of pathogens
in ruminants, thus decreasing diarrhoea and increasing animal performance. It is also believed
that this change in the intestinal microbiota could contribute to less contamination of
the bovine carcass at the time of slaughter, a fact that has not yet been studied in beef cattle.
Thus, the present work aims at verifying if the prebiotic cell wall base of Saccharomyces
cerevisiae reduces total coliforms, Escherichia coli and Salmonella spp from the feces and the
bovine carcass at the time of slaughter after evisceration. For this purpose, 18 steers, 2 Angus
blood, confined, were submitted to three daily treatments for 105 days: control (yeast-free
diet), 4g yeast (4g/animal/day diet of 2 x 1010cel/g of Saccharomyces cerevisiae
commercial RumenYeast®, ICC, Sdo Paulo, Brazil), 7g yeast (7g/animal/day diet of 2
x 1010cel/g of Saccharomyces cerevisiae commercial RumenYeast®, ICC, Sao Paulo,
Brazil). On the 29th and 90th days after entering the confinement, analyzes were made
from samples of feces stool, leather, water and food samples were collected for Escherichia
coli and total coliforms counting and isolation of Salmonella spp. based on the
methodology described by the manufacturer Petrifilm 3M®. On the day of slaughter,
the carcasses were collected for identification and quantification of Escherichia coli, total
coliforms, mesophils by the same methodology and qualitative identification  of
Salmonella spp. by ISO 6579/2017 methodology. Reduction of Escherichia coli and total
coliforms in stool samples (P=0.0001 and 0.001 respectively) and Escherichia coli, total
coliforms and mesophilic aerobes in the carcass (P=0.06; 0.10 and 0.05 respectively) were
noted in the groups treated with the two doses of the prebiotic, and that there was
absence of Salmonella spp. in all collections performed. It was concluded that
supplementation with 4 or 7 g/day of PCL reduced the fecal excretion and consequently the
contamination of the carcass by Escherichia coli, mesophils and total coliforms of the confined
animals, being a benign and residue-free sanitary measure to improve the microbiological
quality of the meat.

Keywords: yeast, microorganisms, fridge.
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1 INTRODUCAO

A partir de 1980, o confinamento de bovinos para producao de carne passou a ter
expressao no pais (WEDEKIN et al., 1994), pois traz vantagens como: terminagdo
precoce dos animais, maior rendimento de carcaga, carne de melhor qualidade, retorno
mais rapido do capital de giro investido na engorda e unidade animal por hectare
(UA/ha) elevada, o que ¢ vantajoso para pequenas propriedades (ABIEC, 2018).

Tais vantagens aumentaram o interesse dos pecuaristas por tecnologias que
maximizem a eficiéncia da utilizacdo de alimentos pelos animais confinados.
Neste sentido, cita-se a utilizagdo de aditivos alimentares que modulam o ambiente
ruminal, sendo os prebidticos, em especial as leveduras (FERELI et al., 2010; MORAIS
etal.,

2011), os mais utilizados na alimentacdo bovina. Dentre eles, a Saccharomyces
cerevisiae reduz a acidificagdo do ambiente ruminal por estimular o crescimento
de bactérias utilizadoras de &cido latico, produzido em grandes quantidades quando
ha fermentacdo de carboidratos soluveis, presentes em dieta com concentrado
acima de

50% da alimentacao (OWENS et al., 1984).

Além disso, os fragmentos de Saccharomyces cerevisiae possuem
polissacarideos em sua composi¢do (como a-D-glucana e B-D-glucana), que interagem
com células imunes, adsorvem bactérias e por consequéncia, reduzem a colonizacdo de
patégenos no ambiente ruminal. A levedura autolisada possui ainda propriedades
antioxidantes e antitumorais, além da capacidade de modular as células imunes e
maximizar o sistema imune do animal (BROADWAY et al., 2015).

Ha intimeras pesquisas verificando os beneficios do prebidtico a base de
levedura Saccharomyces cerevisiae em Dbovinos. Ghazanfer et al. (2015)
verificaram que este suplemento aumentou a digestibilidade de nutrientes, a imunidade e
a saude de bovinos leiteiros, enquanto Nocek et al. (2011) concluiram que as
leveduras promoveram aumento de proteinas e gordura lactea, bem como a reducdo da
contagem de células somaticas no leite. No entanto, para gado de corte confinado, estas
leveduras nao promoveram melhoria na qualidade de carcaga dos animais (GOMES et
al.,2011).

Em relacdo a saude do trato gastrointestinal, Stella et al. (2007) verificaram que
Saccharomyces cerevisiae reduziu significativamente a excrecdo fecal de E. coli
em cabras leiteiras. Contudo, Ghazanfer et al. (2015) concluiram que o uso da levedura

nao
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provocou redugao significativa de coliformes fecais em bezerros.

A obtencdo de carne de boa qualidade ¢ um fator de extrema relevancia para o
cenario econdmico. Para isso, ¢ de enorme importancia que os animais sejam mantidos
sadios, por meio da certificacdo de sua procedéncia, manejo sanitario e alimentagdo, e
ainda, que sejam seguidas as boas praticas de higiene no momento do abate (STOCCO
etal.,2016).

De acordo com Jardim ef al. (2006), animais submetidos a regimes intensivos
possuem maior susceptibilidade de acumular sujidades e microrganismos na pele,
quando comparado aqueles que sdo terminados de forma extensiva, devido ao
pouco espago e contato demasiado entre os animais. Logo, reduzir a contaminagdo de
carcacas se faz importante para que o produto final possua qualidade sanitaria, maior
tempo de prateleira e menor possibilidade de ser um transmissor de doengas.

Baseado na premissa de que os prebidticos a base de S. cerevisiae contribuem
para o aumento da imunidade dos animais (MARTINS et al, 2005) e favorecem
o crescimento de colonias benéficas (como lactobacilos) no ambiente
ruminal (GHAZANFER et al., 2015), o objetivo deste estudo foi avaliar se o uso
oral do prebidtico Saccharomyces cerevisiae reduz a excrecao fecal de E. coli,
coliformes totais e Salmonella spp. e por consequéncia, minimiza a contaminagdo de

carcacas bovinas no abate.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral
Verificar se o uso de prebidtico a base de Saccharomyces cerevisiae via

oral pode reduzir as bactérias patogénicas da regido gastrointestinal e da carcaga

apds a evisceragao de bovinos terminados em confinamento.

1.1.2 Objetivos especificos
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Verificar se o prebidtico reduz a populagdo de enterobactérias, E. coli e
Salmonella sp: - no trato gastrointestinal de bovinos;
- no couro de bovinos;

- na carcaga de bovinos, no momento do abate apos a evisceragao.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MICROBIOLOGIA DA CARNE

A carne ¢ um 6timo meio de cultura microbiana, pois tem alta qualidade
nutricional e grande atividade de 4gua na sua composi¢do, 0 que torna a carne bovina
susceptivel a diversos microrganismos que ocasionam a destruicdo de suas
propriedades, acarretando prejuizos econOmicos € sanitirios tanto na saude animal
quanto na humana (OLIVEIRA et al., 2008; STOCCO et al., 2016).

Na saude publica, esse impacto ¢ indiscutivel e infelizmente nao ¢
possivel alcancar a erradicagdo completa das afeccdes alimentares. Para isso, orgaos de
controle de alimentos, do governo e industrias estdo sempre buscando maneiras de
minimizar os riscos ¢ a ocorréncia de tais enfermidades (BORGES; FREITAS,
2002). Por isso, utiliza-se os sistemas de controle de qualidade na produgdo de carne
bovina, tais como as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), a Analise dos Perigos e
Pontos Criticos de Controle (APPCC) e os Programa de Autocontrole (PAC), a
fim de verificar a inocuidade dos produtos que serdo destinados ao consumidor.

Atualmente, o servico de fiscalizacdo fiscaliza tal produgdo a partir
de exigéncias dos paises importadores e quando se trata de um produto destinado
ao consumo interno, as regras seguidas sao as estabelecidas pela RDC n°12 que aborda
os padrdes microbioldgicos sanitirios para alimentos (BRASIL, 2001) e pela IN
60/2018 que diz respeito ao controle microbioldégico de carcagas e carnes em
frigorificos brasileiros (BRASIL, 2018).

Em relacdo aos padrdes microbioldgicos nota-se que a microbiota da carne
¢ afetada por diversas condi¢des na propriedade e do processamento do abate no
frigorifico, o que resulta em variadas taxas de contamina¢do da carcaca por diferentes
agentes. Normalmente os agentes indicadores de contamina¢do mais estudados sdo os
aerobios mesofilos e os coliformes, que indicam respectivamente, a populagdo geral de
microrganismos e uma contamina¢ao de origem entérica da carcaga (OLIVEIRA et al.,
2008).

Branddo et al. (2012) ressaltam que os niveis de contaminagdo em
carcacas bovinas por aerobios mesofilos sdo aceitaveis quando se encontram abaixo de

10° UFC/
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cm?. Entretanto, o Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento estabelece como
niveis aceitaveis de contaminagdo na carcaga bovina por coliformes totais quando estes
se apresentam abaixo de 1,5 log10 UFC/g (BRASIL, 2018).

A Salmonella spp também compde o grupo de microrganismos indicadores da
qualidade microbiologica de carne bovina e isso devido sua origem entérica de animais e
humanos. A importancia desta bactéria para a satide publica ¢ indiscutivel e por isso, o
controle deve ser minucioso, especialmente quando se trata de produtos
destinados a exportagdo (LOPES, 2011).

Para tanto, é necessario reconhecer as fontes contaminantes das carcacas

para que as medidas preventivas sejam tomadas.

2.2 FONTES DE CONTAMINACAO DA CARCACA

2.2.1 Na producao

Durante a criagdo dos bovinos, estes animais podem aumentar a contaminagao de
sua microbiota natural existente, localizada principalmente nos sistemas digestorio,
respiratorio € na pele, o que representa riscos para a contaminagdo da carcaga visto que
esta microbiota comumente alcanga a musculatura no processamento pos-abate. Desta
maneira, inumeros estudos tém sido realizados verificando quais sistemas de
criagdo favoreceriam uma menor contaminacdo da pele (JARDIM et al, 2006;
GATTASS et al, 2008; SILVA, 2012).

Nestas regides a maioria das bactérias sdo saprofitas, contudo conforme o sistema de
alimentagdo e criagdo dos bovinos, é comum que existam espécies patogénicas nesta
microbiota, como a Salmonella spp., Clostridium perfringens, E. coli ¢ Campylobacter fetus
(JARDIM, 2005).

A pele ¢ a maior fonte contaminante, uma vez que estd em contato direto com o
solo e as fezes, carreando até 9 log,y UFC/cm? de patdogenos (JERICHO et al., 1996). A
presenga de material fecal sobre a pele remete a uma intensa contaminagdo de
carcacas, especialmente pela E. coli (REID et al., 2002).

Quando se fala de trato gastrintestinal, as bactérias mais importantes sao
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Salmonella sp., Yersinia enterocolitica, C. perfringens e E. coli. Esta ultima ¢ a mais
comum da microbiota ruminal dos bovinos, e apresenta cepas cada vez mais resistentes a
antibioticos comerciais. Altas concentracdes de acidos graxos volateis sdo fatores
protetores quando se trata da salmonelose, logo, periodos de jejum prolongado podem
tornar o ambiente ruminal susceptivel a infecgdes por Salmonella spp. (JARDIM, 2005;
JARDIM et al., 2006).

O trato respiratério por sua vez, também possui uma microbiota comensal.
Segundo Benesi et al (2013) e Gaeta et al. (2018), os microrganismos mais
comuns encontrados na regido traqueobronquica de bezerros sdo Staphylococcus
sp., Bacillus sp., Streptococcus sp., Pseudomonas aeruginosa e enterobactérias, sendo
estas ultimas mais patogénicas.

Além disso, a saude dos animais também estd intimamente ligada com o meio
em que os animais sdo criados. Geralmente, quando o produtor faz uso de boas praticas
sanitarias, o rebanho ndo ¢ tao susceptivel aos microrganismos patogénicos (PEREIRA;
DUTRA, 2012).

Em produgdo extensivas, o maior espacamento entre oS animais promove
melhores condi¢des sanitarias e de bem-estar, entretanto quando se trata de uma
producdo intensiva, o0 nimero de animais acometidos por doencas infecciosas cresce de
forma marcante, devido a maior concentragdo de animais em um espago
demasiado pequeno e as mas condi¢des de higiene da baia, como cama, bebedouros e
comedouros. Tais condigdes aumentam a proliferagio de microrganismos em
animais que se encontrarem em um manejo nutricional e sanitario deficiente,
apresentando maior indices de doenca como pneumonia e afecgOes digestdrias,
favorecendo a contaminacao de todo o rebanho (EUCLIDES FILHO et al., 2002).

Contudo, a utilizacdo indiscriminada de antibidticos tem  suas
consequéncias, uma vez que acarreta quadros de resisténcia bacteriana na espécie
humana. Mota et al. (2005) citam que essa condi¢do € um problema sério em termos de
saude publica, uma vez que os produtos advindos de animais submetidos a um
tratamento antimicrobiano descomedido, tém se tornado fonte de resisténcia aos
antibidticos para os seres humanos.

Um obstéculo para a reparacao dessa falha sanitaria € o elevado custo que estaria
envolvido na reforma e adaptacdo das instalacdbes de um confinamento. Para

tanto,
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quando se faz necessaria uma escolha, o produtor deve investir em medidas sanitarias e
de higiene que sejam ligadas com a satde dos animais ¢ do consumidor (EUCLIDES

FILHO et al., 2012).

2.2.2 No frigorifico

A maior parte dos microrganismos das carcagas ¢ eliminada durante o abate, a
partir das diferentes etapas dentro de um frigorifico. Contudo, algumas bactérias
sobrevivem e ndo ha um processamento térmico do produto final que garanta a
completa esterilizagdo da carne (JARDIM et al., 2006; BRANDAO et al., 2012).

Além disso, os procedimentos realizados antes e durante o abate podem
disseminar ainda mais os patdgenos, acarretando uma contaminagdo cruzada. Medidas
higi€nico-sanitarias sdo tomadas para reduzir essa carga bacteriana, por exemplo,
o cuidado com vestudrio, equipamentos ¢ maos dos funcionarios (FONTOURA et
al.,

2010).

No frigorifico, o transporte ¢ um dos procedimentos que pode contribuir com a
contaminacdo das carcacas, uma vez que aumentam a exposicdo dos animais a
patogenos devido ao estresse. Outro momento crucial quando se trata da contaminacao
de carcacas, ¢ ainspecdo ante-mortem,uma vez que os animais sdo remanejados em
baias (o que aumenta o estresse) e dificilmente um patdogeno zoonodtico ¢€
detectado (FONTOURA et al., 2010; BRANDAO et al., 2012).

O banho de aspersio a que os animais sdo submetidos ¢ visto como
benéfico para a reducdo da carga microbiana das carcacas (FONTOURA et al., 2010).
De acordo com o decreto n® 9.013/2017 (BRASIL, 2017), todos os animais devem ser
submetidos ao banho de aspersdo para promover a limpeza e remog¢ao de sujidades,
contudo, um estudo realizado por Roga (1993) apontou que tal procedimento ndo € tao
significante quando se faz a contagem bacteriana nas superficies de carcagas.

Nas etapas post-mortem, a fase mais critica de contaminagao ¢ a esfola, uma vez
que a pele pode entrar em contato com a carcaga, carregando diversos microorganismos
para a mesma. Os instrumentos utilizados também sdo de suma importancia e para isso,

sdo tomadas medidas higiénicas como a imersao de facas em dgua a 82°C apds o seu



17

uso em cada carcaga (BRANDAO et al., 2012)

A evisceragdo ¢ um processo fundamental durante o abate e isto devido a
manipulagdo do trato gastrintestinal, logo, quando ha oclusdo adequada do reto e
do esdfago e as visceras sdo retiradas intactas, hd um risco menor de
contaminagdo. O sucesso deste procedimento, depende da habilidade e
comprometimento do operador (ROCA, 1993; BRANDAO et al., 2012).

A lavagem de carcacas ¢ uma fase obrigatéria na linha de abate, devido
as praticas na linha de abate ndo eliminarem completamente as chances de
contamina¢do. Sabe-se que tal estratégia apenas com o jato de dgua ndo ¢&
completamente eficaz na retirada de pélo e maculas provenientes do contato com fezes,
por isso nestas condi¢des deve-se remover com a faca a area contaminada, ¢ possivel
que novas abordagens sdo efetivas, como utilizagdo de 4gua quente ou acidos organicos
e que, infelizmente, ndo tiveram resultados satisfatorios (GUEDES, 2006).

Para o encaminhamento das carcagas até as camaras frias, muitas vezes utilizam-
se as maos sem uma devida higienizacdo ou cuidado e isso reflete em
uma contaminagdo adicional da carne. Superficies contaminadas agem como focos
de disseminagdo, seja por contato direto ou por disseminagdo a partir de utensilios,
para tanto, ¢ interessante que o nivel de contaminacdo inicial seja o menor
possivel, amplificando as condigdes Otimas de estocagem (GUEDES, 2006;
CARVALHO,

2010).

2.3 MICRORGANISMOS

2.3.1 Aerobios mesofilos

Trata-se de um grupo de bactérias capacitadas a se multiplicar em temperaturas
de 10 a 45°C e frequentemente presente em produtos de origem animal, quando estes
sao mantidos em temperatura ambiente. Por este motivo, tornaram-se um dos principais
microrganismos avaliados na busca por indices de contaminacao dentro da producao de

alimentos (SILVA, 2002).

Segundo Brandao et al. (2012), valores abaixo de 10° UFC/cm? de contaminagdo
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de aerobios mesofilos correspondem a medidas higiénicas adequadas durante o abate,
enquanto os niveis acima de 10° UFC/cm? apontam para o inicio da perda de qualidade
da carne, com reducao do tempo de prateleira e producao de odores caracteristicos. Os
mesmos autores ressaltam que produtos carneos com valores de contaminagdo acima de
10’ UFC/cm? j4 apresentam a formagdo de uma substincia viscosa evidente.

Os microrganismos estdo presentes nos alimentos e podem facilitar o
levantamento de informacgOes referentes a contaminacao fecal e condigdes
sanitdrias inadequadas. A quantificacdo de microrganismo mesofilos, por sua vez,
¢ o melhor indicador de contaminagao que se pode ter, uma vez que esses agentes sao

0s principais microrganismos encontrados em carcagas contaminadas (HAOACK et al.,

2018).

2.3.2 Coliformes totais

Os coliformes totais, também conhecidos por grupo coli-aerogenes, sao bacilos
Gram-negativos nao formadores de esporos, aerdbios e capazes de fermentar
lactose quando sdo mantidos em incubacdo por 48 horas entre 35°C e 37°.
Devido sua caracteristica de ser facilmente destruido pelo calor, a busca deste grupo ¢
util para se certificar da contaminacao pOs-processamento (FRANCO;
LANDGRAF, 2008; FORSYTHE, 2013).

Este grupo esta presente na microbiota fecal, contudo apenas a Escherichia coli
possui o trato intestinal dos seres vivos como habitat primario. Os demais géneros, tais
como Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella habitam e sdo capazes de sobrevivem em
ambientes como o solo e vegetagao (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Desta forma, ndo ¢ possivel afirmar a ocorréncia de contaminagdo fecal
em alimentos quando se avalia apenas a contagem de coliformes totais. Para que a
presenca de enteropatdgenos seja confirmada, faz-se necessario avaliar espécies em

particular, como a E. coli (FORSYTHE, 2013).

2.3.2.1 Escherichia coli

Sao bactérias que pertencem a familia Enterobacteriaceae, possuem formato de
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bacilo e sdo Gram-negativas ndo-esporuladas. S3o capazes de fermentar aglicares
quando incubadas entre 44°C e 45°C, devido sua caracteristica de ser anaerObia
facultativa (FRANCO; LANDGRAF, 2008; FORSYTHE, 2013).

Devido seu grande nimero de cepas patogénicas, estas estdo divididas de acordo
com sintomatologia clinica que causam e o0s seus mecanismos patogénicos. Os
seis grupos conhecidos sdo: E. coli entero-hemorragica (de maior importancia para
a medicina veterinaria), E. coli enterotoxigénica, E. coli enteropatogénica, F.
coli enteroinvasiva, E. coli enteroagregativa e £E. coli difusamente adesiva
(FORSYTHE,

2013).

A E. coli entero-hemorragica tem como principal origem, os bovinos. Contudo,
também se pode encontrar em outras espécies animais, alimentos crus e derivados de
leite ou carne que tenham sido malcozidos (FORSYTHE, 2013).

Desta forma, € possivel assumir que a realizagdo de pesquisas sobre a E. coli em
alimentos, apresenta com seguranca as informagdes a cerca da higiene na linha
de produgdo, uma vez que deflagra a contaminagdo da carcaga por

enteropatogenos (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

2.3.3 Salmonella spp

A Salmomella ¢ um Dbastonete Gram negativo pertencente a
familia Enterobacteriaceae. Sao bactérias moveis ndo formadoras de esporos e
anaerdbios facultativos, capazes de produzir acido e gas a partir da fermentagdo
de carboidratos FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Trata-se de um dos principais géneros responsaveis por intoxica¢des alimentares
em seres humanos. Representa uma grande parcela de morbidade, mortalidade e perdas
econdmicas em diferentes paises ao redor do mundo (FORSYTHE, 2013).

Grande parte da fonte contaminante de Salmonella sdo produtos de origem
animal, como carne e derivados do leite. Contudo, ¢ comum encontrar resultados
positivos quando se avalia a sua presenca em vegetais ou frutas
(FRANCO; LANDGRAF, 2008; FORSYTHE, 2013).

Este grupo ¢ dividido em apenas duas espécies: S. enterica e S. bongori. Porém,
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para auxilar as investigagdes epidemiologicas, subdividiu-se estas em sorotipos

dos quais, atualmente, existem mais de 2.400 sorovares (FORSYTHE, 2013).

2.4 ADITIVOS ALTERNATIVOS A REDUCAO DA CONTAMINACAO DE CARCACA

A busca pela intensificagdo da produgdo de carne bovina faz com que o produtor
almeje o maior desempenho animal e para isso, usufrui de uma dieta rica em graos. O
substrato mais energético favorece a fermentag¢do ruminal que, por um lado possibilita a
melhor utilizagdo dos nutrientes pelos microrganismos ruminais, mas também acarreta a
perda da qualidade nutricional dos alimentos para o ambiente por meio da geragdo de
calor, metano ¢ amonia (BONATO et al., 2015).

Levando isso em conta, Franga e Rigo (2011) apontaram que
aditivos alimentares tém sido estudados para reduzir os efeitos maléficos da dieta
altamente energética e maximizar sua digestibilidade. Dentre os aditivos, os mais
estudados sdo os antibidticos promotores de crescimento, como a monensina sddica, mas
que deixaram de ser usados uma vez que causam residuos na carcaga e
apresentam histérico de resisténcia a microrganismos patogénicos em seres humanos
(BONATO et al., 2015).

As leveduras vém ganhando destaque pois sdo consideradas seguras em relagao a
resisténcia microbiana, além de serem aceitas como aditivos nos mercados
consumidores e importadores. Dentre as leveduras mais utilizadas e que tem ganhado
espago nas pesquisas atualmente, cita-se a Saccharomyces cerevisiae.

A Saccharomyces cerevisiae ¢ uma espécie de fungo unicelular que se reproduz
por brotamento e mantém-se como levedura em diferentes condigdes ambientais, exceto
quando ha baixos niveis de nitrogénio. E caracterizada como anaerdbia facultativa
devido a sua capacidade de utilizar tanto oxigénio, quanto compostos organicos
para obter energia. Logo, ¢ um microrganismo que apresenta resisténcia aos
diversos desafios ambientais (BONATO et al., 2015).

Essa espécie fungica ¢ bastante utilizada na induastria alimenticia, especialmente
na fermentagdo de bebidas e paes, além de possuir propriedades que facilitam
sua aplicagdo em procedimentos moleculares e sequenciamento genético (DEL RIO,
2004). Recentemente, a S. cerevisiae ¢ seus componentes celulares tém sido aplicados

na dieta
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de diferentes espécies animais por apresentarem caracteristicas de melhoria
de desempenho, saude e bem-estar animal (BROADWAY et al.,, 2015), além de
possuirem agdo imunomoduladora, regulacdo da glicemia e maximizacdo da
digestao (SILVA,

2000).

De acordo com Broadway et al. (2015), existem dois tipos da levedura S.
cerevisiae disponiveis para a utilizacdo como suplementos: leveduras vivas (liofolizadas
ou frescas) e os fragmentos destas leveduras (autolisadas ou hidrolisadas). Estes
possuem em sua composicdo polissacarideos como a-D-glucana, f-D-glucana
e manano-oligossacarideos que possuem propriedades antioxidantes e antitumorais,
além de possuirem a capacidade de interagir com células imunes e adsorver
bactérias, prevenindo a contaminacdo do trato gastrointestinal por patdgenos
(STADLER JUNIOR et al., 2019).

Newbold et al. (1996) fomentaram que a presenca de culturas de S. cerevisiae
viva estimulam o crescimento e a atividade das bactérias celuloliticas ruminais,
acarretando maior digestibilidade e degradagdo da matéria seca no rimen. Os mesmos
autores ainda afirmaram que devido a maior atividade bacteriana ruminal, a sintese e
fluxo de proteina microbiana para o duodeno aumentam e por consequéncia, 0 consumo
de matéria seca, o desempenho animal ¢ o metabolismo energético também sdo
impulsionados.

O mecanismo de agdo das leveduras vivas ainda ¢ mistificado, alguns
autores relatam que a S. cerevisiae ¢ capaz de promover a liberagdo de citocinas de
macréfagos (MAJTAN et al., 2005) e modular as células imunes (MEDZHITOV;
JANEWAY,

2000). Gattass et al. (2008) citaram que as culturas de leveduras possuem afinidade com
o oxigénio, portanto, favorecem o ambiente ruminal para os microrganismos
anaerobicos se desenvolverem.

Segundo Bonato et al. (2015), a suplementagdo de bovinos de leite com
Saccharomyces cerevisiae viva tende a elevar o consumo de alimentos
e consequentemente a produgao leiteira. Tal beneficio pode ser explicado pelo aumento
de consumo a partir da estimulacdo do crescimento da espécie Selenomas ruminantium,
bactéria que utiliza lactato.

Pesquisadores avaliaram a utilizagdo da levedura viva como probidtico para

gado leiteiro e alcancaram resultados benéficos, onde a dose de 5g/animal/dia aumentou
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a digestibilidade de nutrientes, imunidade e satde no crescimento (GHAZANFER
et al., 2015), enquanto 28g/animal/dia de Ilevedura promoveu o aumento de
proteinas e gordura lactea, além de reduzir a contagem de células somaticas no leite
(NOCEK et al., 2011).
Segundo Stadler Junior et al. (2019), a suplementacdo de bovinos com S.
cerevisiane viva favorece a estabilizacdo da fermentacdo ruminal e
consequentemente, melhora o desempenho produtivo dos animais de forma sustentavel.
Contudo, o mesmo autor afirma que tais beneficios sdo reflexo de um fornecimento
continuo da levedura juntamente a dieta dos animais.
Por outro lado, pesquisas em bovinos de corte concluiram que o incremento da
levedura em dietas balanceadas ndo influenciam na fermentagcdo ruminal (GATTAS et
al., 2008), assim como ndo afetam a qualidade de carcaca, inferindo que a
utilizagdo deste prebiodtico apenas eleva o prego de produgdo dos animais (GOMES et
al., 2011).
Levando em conta a escassez de estudos sobre a utilizacdo de leveduras autolisadas
como prebidtico especialmente na reducdo de microrganismos na excre¢do fecal e
a interferéncia na contaminagdo da carcaca em bovinos de corte, tal estudo teve por objetivo
avaliar os efeitos do fornecimento do prebiotico contendo S. cerevisiae autolisada na reducao

de contaminacao fecal e de carcaga em novilhos confinados.
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RESUMO

O uso de aditivos alimentares a base de parede celular de leveduras (PCL) j& vem
sendo estudo com o intuito de favorecer o crescimento de bactérias benéficas intestinais
em detrimento das patogénicas em ruminantes, e com isso, diminuir quadros de
diarreias e aumentar a performance animal. Acredita-se também que esta alteragdo na
microbiota intestinal poderia contribuir com uma menor contaminagdo da carcaga bovina no
momento do abate, fato ainda ndo estudado em bovinos de corte. Deste modo o presente
trabalho objetiva verificar se o prebiotico a base de parede celular de Saccharomyces
cerevisiae reduz coliformes totais, Escherichia coli e Salmonella spp das fezes e da
carcaga bovina no momento do abate apos a evisceracdo. Para tanto, 18 novilhos, /2 sangue
Angus terminados em confinamento foram submetidos a trés tratamentos diarios durante
105 dias: controle (dieta sem leveduras), levedura 4g (dieta com 4g/animal/dia, de
2 x 10"el/g de Saccharomyces cerevisiae comercial RumenYeast® ICC, Sdo Paulo,
Brasil), levedura 7g (dieta com 7g/animal/dia, de 2 x 10'"cel/lg de Saccharomyces
cerevisiae comercial RumenYeast™ ICC, Sdo Paulo, Brasil). Nos dias 29 e 90 ap6s a entrada
no confinamento, fez- se as andlises a partir de amostras de fezes, couro, agua e
alimento para contagem de Escherichia coli e coliformes totais e isolamento de Salmonella
spp. baseado na metodologia descrita pelo fabricante Petrifilm 3M®. No dia do abate, realizou-
se coleta nas carcagas para identificacdo e quantificagdo de Escherichia coli, coliformes
totais, mesofilos pela mesma metodologia e identificacdo qualitativa de Salmonella spp. pela
metodologia ISO 6579/2017. Notou-se reducdo de Escherichia coli e coliformes totais nas
amostras de fezes (P=0,0001 e

0,001 respectivamente) e de Escherichia coli, coliformes totais e aerdbios mesofilos
na carcaca (P=0,06; 0,10 e 0,05 respectivamente) nos grupos tratados com as duas
doses do prebidtico, e que houve auséncia de Salmonella spp. em todas as coletas realizadas.
Concluiu- se que a suplementagdo com 4 ou 7 g/dia de PCL reduziu a
excrecdo fecal e consequentemente, a contaminacdo da carcaga pela Escherichia coli,
mesofilos e coliformes totais dos animais confinados, sendo uma medida sanitaria benéfica e
livre de residuos para melhorar a qualidade microbioldgica da carne.

PALAVRAS CHAVE: levedura, microrganismos, frigorifico

ABSTRACT
The use of yeast cell wall feed additives (YCW) has already been studied with the
aim of favouring the growth of beneficial intestinal bacteria to the detriment of
pathogens in
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ruminants, thus decreasing diarrhoea and increasing animal performance. It is also believed
that this alteration in the intestinal microbiota could contribute to a lower contamination of the
bovine carcass at the time of slaughter, a fact not yet studied in beef cattle. Therefore,
the present study aims at verifying if the prebiotic cell wall base of Saccharomyces
cerevisiae reduces total coliforms, Escherichia coli and Salmonella spp from the feces and the
bovine carcass at the time of slaughter after evisceration. For this purpose, 18 steers, 2 Angus
blood, confined, were submitted to three daily treatments during 105 days: control (diet
without yeast), yeast 4g (diet with 4g/animal/day, with the product RumenYeast®), yeast 7g
(diet with

7g/animal/day, with the product RumenYeast®). On the 29th and 90th days after entering the
confinement, samples of feces, leather, water and food were collected for counting of
Escherichia coli and total coliforms and isolation of Salmonella spp. based on
the methodology described by the manufacturer Petrifilm 3M®. On the day of
slaughter, the carcasses were collected for identification and quantification of
Escherichia coli, total coliforms, mesophils by the same methodology and qualitative
identification of Salmonella spp. by ISO 6579/2017 methodology. Reduction of
Escherichia coli and total coliforms in stool samples (P=0.0001 and 0.001 respectively)
and Escherichia coli, total coliforms and mesophilic aerobes in the carcass (P=0.06;
0.10 and 0.05 respectively) were noted in the groups treated with the two doses of the
prebiotic, and that there was absence of Salmonella spp. in all collections performed. It was
concluded that supplementation with 4 or 7 g/day of PCL reduced the fecal excretion and
consequently the contamination of the carcass by Escherichia coli, mesophils and total
coliforms of the confined animals, being a benign and residue-free sanitary measure to
improve the microbiological quality of the meat.

KEYWORDS: yeast, microorganisms, fridge.

1 INTRODUCAO

A partir de 1980, a terminacdo de bovinos em confinamento para produgdo de carne
passou a ter expressao no pais, devido as vantagens desse sistema como terminacdo precoce
dos animais, maior rendimento de carcaca, carne de melhor qualidade, maior numero
de animais por 4rea além de retorno mais rapido do capital de giro investido na
engorda (ABIEC, 2018;Wedekin et al., 1994).

Desta maneira, este sistema tem atraido o interesse dos pecuaristas por tecnologias que
maximizem a eficiéncia da utilizacdo de alimentos pelos animais confinados. Neste sentido,
cita-se a utilizacao de aditivos alimentares que modulam o ambiente ruminal, destacando-se os
probidticos, em especial as leveduras vivas ou em fragmentos (Fereli et al., 2010; Morais et
al., 2011). Os mais utilizados na alimentacdo bovina € a Saccharomyces cerevisiae, que reduz
a acidificacdo do ambiente ruminal por estimular o crescimento de bactérias utilizadoras de
acido latico. Este 4cido graxo de cadeia curta € o principal responsavel pela acidificagdo do
ramen quando a alimentagdo contém concentrado acima de 50%, o que pode ocasionar
a sindrome da acidose ruminal subaguda responséavel por queda de desempenho e ocorréncia
de doencas debilitantes (Owens et al., 1984).

Além disso, os fragmentos de parede celular de levedura (PCL) Saccharomyces
cerevisiae  possuem  polissacarideos em sua composicdo, como glucana
e mananooligossacarideos que adsorvem bactérias e por consequéncia, reduzem a coloniza¢ao
de patdégenos no ambiente gastrointestinal, além de ativarem os fagbcitos, maximizando
o sistema imune do animal (Broadway et al., 2015).

O incremento do sistema imune ja foi evidenciado em bovino leiteiro, quando a
administracao diaria de culturas de S. cerevisiae aumentou a digestibilidade de nutrientes, a
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imunidade e o crescimento de novilhas (Ghazanfer et al., 2015) e o aumento de proteinas e
gordura lactea, bem como a reducdo da contagem de células somaticas no leite de
vacas durante o meio da lactagdo (Nocek et al., 2011). No entanto, para gado de corte
confinado, estas leveduras quando administradas vivas, ndo promoveram melhoria na
performance nem na qualidade de carcaca dos animais (Gomes et al., 2011).

Similarmente, a influéncia de Saccharomyces cerevisiae na microbiota intestinal
também ja foi estudado em ruminantes. Ghazanfer et al. (2015) verificaram que o prebiodtico
nao provocou reducdo significativa de coliformes fecais em bezerro, enquanto que Stella et al.,
(2007) verificaram que a utilizacdo da levedura viva reduziu significativamente a excrecao
fecal de E. coli em cabras leiteiras.

Possivelmente estas divergéncias ocorrem devido a diferentes formulagdes e dosagens
existentes no mercado, o que torna necessario que cada nova formulacdo seja testada com o
intuito de verificar seus beneficios.

De acordo com Jardim et al. (2006), animais oriundos de criagao extensiva possuiram
maior quantidade de sujidades e microrganismos na pele, o que promoveu maior
contaminagdo de carcaca apOs a esfola quando comparado aqueles de confinamento.
Em contrapartida, Casagrande et al. (2012), ressaltam que animais confinados submetidos a
dieta mais energéticas podem albergar mais E. coli genérica na microbiota gastrointestinal, o
que pode ter contribuido para maior contaminacdo da carcaga por este agente no
momento do abate.

Logo, qualquer medida que ndo gere residuos de antibidtico na carcaga e que ainda
reduza sua contaminagdo se faze importante para que o produto final possua qualidade
sanitaria, maior tempo de prateleira e menor possibilidade de ser um transmissor de doencas.

Baseado na premissa de que os prebiodticos a base de S. cerevisiae contribuem para o
aumento da imunidade dos animais (Martins et al., 2005) e favorecem o crescimento
de coldnias benéficas em detrimento das patogénicas no ambiente gastrointestinal (Ghazanfer
et al., 2015), o objetivo deste estudo foi avaliar se o uso oral do prebidtico a base de PCL de
Saccharomyces cerevisiae reduz a excrecao fecal de E. coli, coliformes totais e Salmonella
spp. € por consequéncia, minimiza a contaminagdo de carcacas bovinas no abate, apds
a evisceracao.

2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Nucleo de Producdo Animal (NUPRAN) junto ao Curso de
Mestrado em Ciéncias Veterinarias do Setor de Ciéncias Agrarias e Ambientais da
Universidade Estadual do Centro-Oeste (UNICENTRO), localizada em Guarapuava-PR e foi
aprovada pelo CEUA 048/2018.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, composto por trés grupos:
Controle (n=6); Lev 4 g (dieta com 4 g de levedura por animal dia™, n=6) e Lev 7 g (dieta com
7 g de levedura por animal dia”, n=6). O produto utilizado foi a PCL de2 x10'" cel/grama de
Saccharomyces cerevisiae comercial (RumenYeast®, ICC, Sao Paulo, Brasil).

O lote avaliado foi composto por 18 animais meio sangue Angus, de aproximadamente
350 kg de peso vivo e 11 meses de idade, dispostos em 9 baias contendo 2 animais por baia,
em sistema de confinamento, com 4rea de 15 m*cada (2,5 m x 6,0 m). Cada baia possuia um
comedouro de concreto medindo 2,30 m de comprimento, 0,60 m de largura e¢ 0,35 m
de profundidade, e um bebedouro metalico regulado por boia.

Os animais foram previamente vermifugados com albendazol via oral e transportados
de uma propriedade criatéria para a unidade experimental a aproximadamente 50 km
de distancia. Apo6s um periodo de adaptagdo as instalacdes experimentais durante 15
dias,
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iniciou-se a suplementacdo didria das leveduras conforme os grupos (momento 0 — MO) até o
final do experimento (104 dias), sendo o produto liofilizado adicionado uma vez ao dia, em
cima da dieta total do animal, logo apds o enchimento do cocho. Aos 105 dias de
experimento, os animais foram abatidos em abatedouro comercial

A dieta servida no confinamento era a mesma da propriedade de origem,
sendo composta por 5% de pré-secado de azevém, 35% de silagem de milho e 60% de
concentrado comercial, na base seca, ad [libtum. Para fabricacdo do concentrado foram
utilizados os seguintes alimentos: farelo de soja, casca de soja, radicula de cevada, graos de
milho moido, calcario calcitico, fosfato bicalcico, sal comum, ureia pecudria e premix
vitaminico-mineral. A administracao dos alimentos deu-se as 06:00 e as 17:30 horas, na forma
de racdo totalmente misturada (RTM). O consumo voluntario dos alimentos foi registrado
diariamente pela pesagem da quantidade oferecida e das sobras do dia anterior, para
realizar-se o ajuste do consumo diariamente, mantendo-se 5% da matéria seca (MS), (Tabela

1.

Tabela 1. Composi¢ao nutricional dos alimentos utilizados na alimentagdo dos animais e valores médios da dieta
experimental, com base na matéria seca total.

. Pré-secado de Silagem de Concentrado Dieta
Parametro azevém (3%)  milho (35%) (60%) experimental’
Matéria seca, % MN 57,35 40,63 90,40 71,33
Matéria mineral, % MS 5,59 2,51 6,36 4,97
Proteina bruta, % MS 12,43 8,44 20,20 15,70
Extrato etéreo, % na MS 3,28 2,65 2,05 2,32
Fibra em detergente neutro, % MS 48,89 46,14 31,47 37,48
Fibra em detergente acido, % MS 37,89 25,98 13,08 18,84
Lignina, % MS 6,90 3,43 4,73 4,38
Nutrientes digestiveis totais, % MS 54,74 68,66 78,68 73,98
Ca, % MS 0,58 0,14 1,67 1,08
P, % MS 0,26 0,22 0,58 0,44

"Nivel de garantia do premix por kg de concentrado: vit. A: 16000 IU; vit D3: 2000 IU; vit. E: 25 TU; S: 0,36 g;
Mg: 0,74 g; Na: 3,6 g; Co: 0,52 mg; Cu: 22,01 mg; F: 18,00 mg; I: 1,07 mg; Mn: 72,80 mg; Se: 0,64 mg; e Zn:
95,20 mg.

2.1 Coleta e preparo das amostras

Nos dias 29 (momento 1 — MI1) e 90 (momento 2 — M2) em relacdo ao inicio
da administracdo das leveduras, coletou-se amostras de fezes, agua, alimento e couro
para contagem de Escherichia coli, Coliformes Totais e isolamento de Salmonella spp. No dia
105 (momento 3 — M3), realizou-se andlise microbioldogica nas carcacas para
quantificagdo mesofilos, Escherichia coli, Coliformes Totais e identificacdo de Salmonella
spp.

Para tanto, amostras de fezes foram colhidas individualmente da ampola retal
dos animais com luva estéril. As amostras microbioldgicas do couro foram obtidas por meio
de zaragatoas estéreis de uma 4rea total de 200 cm?/animal das regides escapulares e do flanco
dos animais de cada lado. As zaragatoas foram acondicionadas em pool de acordo
com o0s grupos experimentais em solucao transporte (APT 0,1%). Coletou-se também 100 mL
de agua e 100g de alimento de duas baias aleatoriamente.

As amostras de carcaga no dia do abate foram colhidas na sala de matanga logo apos a
evisceragdo e divisdo das carcagas, antes da lavagem das carcagas. A colheita se deu por meio
de zaragatoas estéreis, aplicadas em 4rea de 100 cm?/ regido, nas 4reas escapulares e flanco no
lado externo da superficie de cada meia carcacga, conforme Figura 1 (Comissdo Comunidade
Europeia, 2005). Da mesma forma, as zaragatoas foram transferidas a um tubo de
ensaio
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contendo solugdao APT 0,1%.

ESQUERDO DIREITO

* B

Figura 1. Esquema representativo de meia carcaga bovina com indicagdo dos pontos no lado externo (pontos A*
e B*) onde foi feita a coleta de amostras superficiais em areas delimitadas de 100 cm® (10 cm x 10 cm).

O material foi encaminhado em temperatura de até 4°C ao laboratdrio de Inspecdo de
Produtos de Origem Animal da UNICENTRO e ao Centro de Diagnostico
Agroindustrial. Para a quantificacdo de coliformes totais, Escherichia coli e bactérias
aerObias mesofilas, foram feitas dilui¢des seriadas conforme a IN n° 62 (Brasil, 2003).

A amostra de 4gua, sofreu um processo de neutralizacdo do cloro para impedir
a continuacao do efeito bactericida, adicionando-se 0,1 mL de solugdo de 10% de tiossulfato
de sodio (Na2S203), para cada 100 mL de amostra coletada (concentragdo final
=100mg/1), neutralizando 15 mg de cloro residual por litro da amostra.

2.2 Analises microbioldgicas
2.2.1 Contagem de Coliformes Totais e Escherichia coli

As contagens de Coliformes Totais e Escherichia coli foram realizadas em
placas Petrifilm (6404, E. coli/Coliform, 3M, Sao Paulo, Brasil). Aliquotas de ImL das
de cada diluicdo seriada foram inoculadas nas placas Petrifilm, incubadas a 35°C por 48h.
Colonias vermelhas e azuis avermelhadas apresentando producdo de géas foram
consideradas Coliformes Totais, e as colonias azuis com produgcdo de gds foram
identificadas como Escherichia coli. Os resultados das contagens de dgua, alimento e couro
foram expressos em unidades formadoras de colénia (UFC) por mL, g e cm’
respectivamente, enquanto as de carcaga e fezes, em log UFC por cm? e g respectivamente.

2.2.2 Isolamento de Salmonella
2.2.2.1 Couro, fezes, agua e alimento

O isolamento da Salmonella spp foi realizado pela metodologia AOAC 998.08, ¢
Petrifilm (6536, SALX, Salmonella Express, 3M, Sao Paulo, Brasil).

Inicialmente preparou-se uma dilui¢io 10" a partir da amostra de fezes, couro, agua e
alimento, adicionando-se o meio de enriquecmento de Salmonella (3M, Sdo Paulo,
Brasil), com posterior incubacdo de 41,5°C por 18 a 24 h.

Nas amostras de fezes por serem muito contaminadas, apds a incubagdo, retirou-se 0, 1
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mL e adicionou-se a 10 mL. do caldo Rappaport e Vassiliadis (RVS), homogeneizando-o e
incubando a 41,5°C por 18 a 24 h.

Para ambos os casos, apds o periodo de incubagao, retirou-se uma aliquota por meio da
alca de platina estéril, estriando nas placas Petrifilm, as quais foram levadas a estufa por
41,5°Cpor 18 a 24 h.

Posteriormente, as placas com colénias presuntivas de  Salmonella
(vermelhas amarronzadas com zona amarela, com associacdo de gas ou bolha), foram
identificadas. Colocou-se o disco de confirmagdo de Salmonella , (3M, Sao Paulo,
Brasil). e levou-se a estufa a 41,5°C por 4-5 h. Posteriormente fez-se a leitura,
considerando colonias: verde azulado, escuras ou enegrecidas como positivas, conforme
recomendacao do fabricante.

2.2.2.2 Carcaca

Para identifica¢do de Salmonella em amostras de carcaga, baseou-se na metodologia
ISO 6579/2017.

No processo de pré-enriquecimento nao seletivo, incubou-se a suspensao inicial (25g
da amostra em 225mL APT 1%), a 36 (£2 °C) por 18h £2 h.

Para o enriquecimento, transferiu-se 0,1 mL da amostra diluida e incubada para
um tubo contendo 10 mL do caldo Rappaport e Vassiliadis (RVS); o qual foi incubado em
banho- maria a 41,5 (= 1°C) por 24 h &+ 3h. Transferiu-se também 1 mL da amostra diluida e
incubada para um tubo com 10 mL de Muller-Kauffmann (MKTTn) com 0,2 mL de iodeto
de iodo, incubando a 37 (= 1°C) por 24 h + 3h.

Apos a incubagio, estriou-se por meio de uma alga, 10 ulL da cultura obtida no meio
RVS, para duas placas de Agar Brilliant green phenol-red lactose sucrose (BPLS) e
duas placas de Agar de Desoxicolato-lisina-xilose (XLD). Da mesma forma,
estriou-se aproximadamente 10 uL da cultura obtida no meio MKTTn, para duas placas de
BPLS e duas de XLD. Incubou-se as placas a temperatura de 37 + 1° C por 24h + 3h.

ApoOs a incubagdo, realizou-se a leitura das placas, procurando presenca de
coldnias tipicas e atipicas de Salmonella, sendo que no meio BPLS coldnias positivas
apresentam aspecto incolor, rosado, translucido ou opaco; e no meio XLD aspecto translucido
e centro negro com fundo rdéseo ou avermelhado. Caso fossem encontradas colonias
com essas caracteristicas, as mesmas seriam confirmadas por testes bioquimicos.

2.2.3 Contagem dos microrganismos aerobios mesofilos

A contagem de microrganismos aerdbios mesoéfilos foi realizada em Petrifilm (RAC,
Rapid Aerobic Count, 3M, Sao Paulo, Brasil).

Inoculou-se 1,0 mL das diluicdes seriadas na superficie das placas Petrifilm e
em seguida incubou-se a 35°C por 48h.

A leitura foi realizada por meio da contagem em placas contendo entre 30 e
300 coldnias consideradas positivas (vermelhas), conforme recomendag¢do do fabricante.
Os resultados foram expressos em UFC por g, cm? e/ou mL.

Para limite de deteccdo minimo de aerdbios mesofilos, considerou-se 2UFC/cm?.

2.3 Analise estatistica

Os resultados das contagens dos microrganismos das fezes e superficie de
carcacas bovinas foram submetidos ao programa estatistico Graphpad Instat, com aplicac¢ao do
teste T para amostras pareadas para a interacdo tempo e anova para amostras nao pareada, com
pos teste de Tukey para a interacao tratamento, a um nivel de significancia p<0,05.
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Nos resultados das contagens de aerdbios mesofilos, o valor de 1,00 logl0 UFC/cm?
foi adotado nas andlises estatisticas, quando o resultado obtido era auséncia de aerdbios
mesofilos. Nos resultados das contagens de coliformes totais e E. coli, o valor de 0,40 log10
UFC/cm? foi adotado nas andlises estatisticas, quando o resultado obtido era auséncia
de coliformes totais ou auséncia de E. coli. Estes valores foram determinados baseados no
limite de detecgdo das analises microbiologicas.

3 RESULTADOS

As contagens médias de E. coli e coliformes totais na microbiota fecal dos
bovinos submetidos aos diferentes tipos de tratamento pela suplementagao da levedura S.
cerevisiae estdo expressas na Tabela 2.

Notou-se que, em relagdo a E. coli, a microbiota das fezes era igual entre os grupos no
M1 e apenas o grupo lev 7 g apresentou reducdo das contagens em comparagdo aos grupos
controle e lev 4 g no M2 (P=0,0008). Quanto a intera¢do tempo, o grupo lev 4g demonstrou
tendéncia a diminui¢do de microrganismos excretados nas fezes em relacdo ao M1 (P=0,08).
J4 o grupo lev 7 g apresentou diminui¢do estatistica da excregdo fecal de E. coli (P=0,02) em
relagdo ao M1.

Quanto aos coliformes totais, notou-se que a microbiota das fezes era igual entre os
grupos no M1; ja em M2, apenas o grupo lev 7 g apresentou redugdo das contagens
em comparac¢do ao grupo controle e lev 4 g (P=0,008) na interagdo tratamento. J4 em relacao
ao tempo, todos os grupos apresentaram reducdo estatistica dos microrganismos na
excrecdo fecal no M2 em comparacdo ao M1 (P=0,006, 0,05 e 0,003, para controle, lev 4 g e
lev 7 g, respectivamente).

Tabela 2. Efeito da suplementacdo de S. cerevisiae nas contagens de E. coli e coliformes totais na microbiota
fecal (log UFC/g de fezes) de bovinos confinados.

P
Grupos M1 M2 EPM tempo tratamento
X tempo
Controle 3,29aA 3,31aA 0,08 0,17
E. coli Levdg 3,23aA  3,21aAB 0,11 0,08 0,0001
Lev7g 3,27aA  2,56bB 0,15 0,02
P tratamento 0,89 0,0008
. Controle 5,76aA 5,51bA 0,05 0,006
Coliformes Levdg 577aA  5,58bA 0,07 0,05 0,001
totais Lev7g 576aA  5.23bB 0,08 0,03
P tratamento 0,91 0,008

Letras mintsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica na interacdo tempo, Teste T, letras
maiusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica, para interagdo tratamento, P<0,05%. M1:
momento 1, M2: momento 2, EPM: erro padrio de média, Lev 4g: levedura 4g/animal; Lev 7g:
levedura

7g/animal.

Nao houve isolamento de Salmonella spp na microbiota fecal dos bovinos, submetidos aos
diferentes tipos de tratamento pela suplementacdo da levedura S. cerevisiae.

Os resultados referentes ao pool de amostras coletadas do couro estdo expostos na Tabela
3. E possivel verificar que houve aumento de contaminagdo nos animais do grupo controle, lev
4g e lev 7g, tanto para coliformes quanto para E. coli. Nao houve identificagdo de
Salmonella spp. no couro dos bovinos.

Na Tabela 4 encontram-se os resultados das amostras de dgua e alimento em M1 e M2.

Nota-se que os niveis de contaminacdo tanto de E. coli, quanto de coliformes totais
aumentaram na agua ao longo do tempo. Contudo, na analise do alimento, ndo houve
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contaminacdo de coliformes totais, nem de E. coli em nenhum dos dois momentos. Nao houve
isolamento de Sa/monella spp. na agua ou alimento da baia selecionada no M2.

As contagens médias de E. coli, coliformes totais e mesofilos na superficie da carcaca
dos bovinos submetidos aos diferentes tipos de tratamento pela suplementacao da levedura S.
cerevisiae estdo expressas na Tabela 5. Pode-se notar que o grupo controle apresentou
tendéncia (P=0,06), (P=0,10) ou significancia (p=0,05) a possuir maior contaminag¢do de
carcaga que os demais grupos em relacdo a E. coli, coliformes totais e mesofilos.

Tabela 3. Efeito da suplementacdo de S. cerevisiae na contagem de E. coli e coliformes totais em pool de couro
de bovinos confinados (log10/cm?)

Grupos Ml M2

Controle <1,00 2,17

E. coli Lev4g 1,30 2,08
Lev7g 1,44 1,95

Controle <1,00 2,14

Coliformes totais Lev4g 2,11 2,28
Lev7g 1,70 2,38

M1: momento 0, M2: momento 1, Lev 4g: levedura 4g/animal; Lev 7g: levedura 7g/animal.

Tabela 4. Contagens de E. coli e coliformes totais em agua e alimento de uma baia do confinamento
(log

UFC/g).
Amostra Microrganismos M1 M2
) E. coli <1,0 2,04
Agua Coliformes <1.0 2.14
totais ’ ’
E. coli <1,0 <1,0
Alimento Coliformes <1.0! <1.0"
totais ’ ’

M1: momento 1, M2: momento 2.

Tabela 5. Efeito da suplementacdo de S. cerevisiae nas contagens de E. coli, coliformes totais e mesofilos na
superficie de carcaca (log10/cm?) de bovinos confinados.

Grupos M3 EPM P

Controle 0,55A 0,16

E. coli Levdg 0,20A 0,08 0,06
Lev7g 0,20A 0,06
Controle 0,76A 0,2

Coliformes totais Levdg 0,31A 0,17 0,10
Lev7g 0,25A 0,16
Controle 1,60A 0,12

Mesofilos Levdg 1,20B 0,13 0,05
Lev7g 1,24B 0,11

Letras maiusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica entre os grupos, Teste de
Tukey, P<0,05%. M3: momento 3, EPM: erro padrio de média, Lev 4g: levedura 4g/animal; Lev 7g:
levedura

7g/animal.

Similarmente as amostras fecais, ndo houve isolamento nem identificacdo de
Salmonella spp. na superficie da carcaca dos bovinos.

4 DISCUSSAO
Notou-se que a suplementacdo de PCL de S. cerevisiae promoveu redugdo da excrecao
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fecal de E. coli e coliformes totais com maior expressividade quando utilizada a
dosagem maior. Tais resultados sdo semelhantes com os encontrados por Stella et al.
(2006), que notaram que a suplementagdo com S. cerevisiae viva por 30 dias, reduziu
a presenca de coliformes totais e E. coli na microbiota fecal de caprinos jovens (0,46
e 1,62 logl0/g de fezes, respectivamente).

Da mesma forma, Ghazanfer et al. (2015) encontraram reducao de aproximadamente
0,478 logl0 UFC/g na presenca de coliformes totais nas fezes, apds suplementar novilhas S.
cerevisiae viva (5g/dia) durante 90 dias. Embora ndo tenham sido encontrados experimentos
com suplementagdo de fragmentos de parede de levedura na dieta de ruminantes, acredita-se
que tanto a levedura viva como em fragmentos, contém polissacarideos responsaveis
pela adsorc¢do das bactérias gastrointestinais, o que reduz a contaminagao da regido (Broadway
et al., 2015).

O fato da contaminacdo por E. coli e coliformes fecais aumentarem na agua e couro
nos trés grupos ao longo do tempo sugere uma contaminagdo ambiental, o que j& foi exposto
por Moscardi Jr. (2005). Pereira e Dutra (2012) notaram que o confinamento bovino promove
concentracdo de animais em um espaco demasiado pequeno e as condigdes de baia,
como cama, bebedouros e comedouros, bem como um manejo sanitario deficiente favorecem
maior indice de contaminacdo ambiental e consequentemente maior sujidade da
pele. Em contrapartida Jardim et al. (2006) verificaram que bovinos mantidos a pasto
apresentaram maior contaminagao do couro que os confinados.

Segundo Bacon et al. (2000), carcagas com contagens aceitdveis sdo aquelas
com médias de 4,1 a 7,1 logl0 UFC/cm? para aerdbios mesofilos totais, 1 a 4 logl0 UFC/cm?
para coliformes totais ¢ 0,6 a 3,3 logl0 UFC/cm? para E. coli. Nos trabalhos de Jardim et al.
(2006) e Bell (1997) foram encontrados valores menores, como 2; 0,40 e¢ 0,40 logl0O
UFC/cm? respectivamente para os microrganismos citados, sendo estes valores
proximos aos encontrados no presente estudo.

Essa diferenga nas contagens pode ser explicada pela aplicabilidade dos programas de
autocontrole nas diferentes etapas do abate, como: limpeza e sanitizacdo do ambiente e
equipamentos industriais, qualidade de dgua de abastecimento, controle de pragas, saude e
higiene dos operarios, o controle de temperatura, ¢ APPCC (Analise de Perigos e
Pontos Criticos de Controle) (BRASIL, 2005).

Vale ressaltar que outros fatores também favorecem a contaminagdo das
carcagas, como o transporte € o estresse dos animais vivenciado na inspecao ante-mortem, o
que pode reduzir a imunidade da pele e favorecer a colonizacdo de patdgenos
ambientais na regido (Fontoura et al., 2006; Brandao et al., 2012). Por isso, as etapas
mais criticas para contaminagdo da carcaca bovina sdao durante a esfola e a evisceragao, onde
a pele e as visceras podem entrar em contato com a carne, carreando diversos microrganismos
patogénicos (Roca,

1993; Brandao et al., 2012). Desta maneira, o sistema de criagdo dos bovinos bem como a
alimentacdo destes animais podem minimizar esta contaminagdao (Jardim et al., 2006;
Casagrande et al., 2012).

Em relacao a avaliacao de Salmonella sp., Matos et al. (2013), estudaram 100 carcacas
e em nove, houve o isolamento de Salmonella sp., ao contrario do presente trabalho, onde ndo
se isolou o microrganismo. Esse fato pode estar relacionado com o controle ambiental
da bactéria, assim como a possivel auséncia da sua ocorréncia na regiao.

Como a contaminacdo do ambiente e couro aumentou, € as contagens microbiologicas
nas fezes diminuiram com o uso das leveduras, acredita-se que baixas contagens na carcaga
estdo ligadas a redugcdo da contaminagdo fecal. Tal achado ¢ compativel com Elder et
al. (2002), que determinaram a mesma correlacdo ao avaliar a presenca de E. coli O157 em
fezes,
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couro ¢ carcagas de bovinos de corte.

Desta maneira, torna-se benéfico a implantacdo de protocolos de manejo
que respeitem o bem-estar dos animais, preservem sua integridade fisica e busquem minimizar
o impacto da microbiota fecal no processamento de abate e consequentemente reduzir a carga
bacteriana nas carcacas, sem promover residuos de antibidtico nos produtos de origem animal
(Bell., 1997; Bacon et al., 2000; Elder et al., 2000). Além disso, a quantificacdo dos
microrganismos presentes nas carcagas se torna um fator importante para determinar a
eficiéncia do manejo sanitario dentro do frigorifico, bem como a qualidade e tempo de
prateleira da carne, reduzindo assim a incidéncia de doengas transmissiveis por
alimento (Fontoura et al., 2010; Martineli et al., 2011).

5 CONCLUSOES

Ao final deste estudo foi possivel concluir que a suplementagdo com fragmento
de parede de levedura promoveu reducdo da excrecdo fecal de coliformes totais e
Escherichia coli, o que favoreceu a menor contaminagdo destes agentes na carcaca apos
a evisceracdo, sendo a dosagem maior (7g/dia) a mais efetiva.

Assim, a adocdo da suplementagdo com leveduras autolisadas em bovinos confinados
favorece um melhor controle sanitario e reducdo dos indices de contaminagdo na linha
de producdo de carne bovina, refletindo em menores riscos de doengas transmitidas por
alimento.
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