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NMP DE Listeria sp. EM AFLUENTES E EFLUENTES DE
MATADOUROS FRIGORIFICOS DE BOVINOS EM GOIAS'

César Augusto Garcia**

RESUMO

140 amosiras de afluentes ¢ efluentes de matadoures frigorificos da cidade de Goidnia-
GO foram analisados com vistas a avaliar o grau de eficiéncia dos sistemas de tratamento de
efluentes, tomando como referéncia o microrganismo Listeria sp., além de se quantificar este
microrganismo. Através da técnica de NMP (Nimero Mais Provavel) concluiu-se que as
indtstrias ji captavam dgua contaminada por Listeria sp. e que o sisiema de tratamento de
efluentes utilizado ndo demonstrou eficiéncia com relagdo a este microrganismo.

INTRODUCAQ

Dentre os veiculos de transmissio das bactérias do género Listeria, a
literatura cita as aguas servidas de matadouros frigorificos como um do mais
importantes. As indistrias de produtos de origem animal t€m que se preocupar
em tratar seus e¢fluentes, sob pena de, caso ndo os trate, terem que se
responsabilizar por eventuais surtos de zoonoses que podem ser transmitidas
por meto destes efluentes.

Q presente trabalho objetiva quantificar bactérias do género Listeria em
amostras de afluentes e efluentes produzidos por industrias com e sem sisterna
de tratamento de efluentes. Neste trabalho € abordado o risco que representa
para a populagio em geral o despejo de efluentes de matadouros e frigorificos
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nos cursos fluviais urbanos, dos quais se serve uma parcela significativa da
populagio, sem que 0s mesmos tenham sofrido qualquer tipo de tratamento
com vistas a eliminagio de microrganimos patdgenos e agentes de zoonoses.
BOHM (1989), abordando o aspecto da necessidade de desinfeccdo de
efluentes de matadouros, frisa que, apesar de o efluente sofrer prévio
clareamento mecanico antes de ser adicionado ao curso de agua natural, isto
somente remove particulas relativamente grandes, enquanto os microrganismos
permanecem na fase liqliida. O fato de uma grande quantidade de conteudo
estomacal (média de 13,59 kg/bovino de 500kg) estar presente nos efluentes
de frigorificos e de os microrganismos contidos nos despejos ndo serem
removidos por purificagio preliminar € de particular importincia para a
epidemologia da Salmonella sp., Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes,
Mycobacterium sp., Bacillus anthacis, Brucella sp. e Campylobacter sp. Além
destes microrganismos, o autor cita ainda a Escherichia coli, Clostridium
perfringens e Staphylococcus sp., os quais sdo freqiientemente isolados de
efluentes de matadouros e sao patogénicos para o homem. A inativagdo
desses agentes de doengas, via desinfecgiio de efluentes, é uma necessidade
da qual ndo podem se esquivar os industriais do ramo de alimentos de origem
animal.

E extensa a relagdo de microrganismos patdgenos que podem ser
encontrados em &4guas residuais de matadouros e que sdo capazes de
transmissdo pela rota fecal-oral. HAAS (1986) cita entre as bactérias os
géneros Salmonella sp., Shigella sp. e o Vibrio cholerae. Dentre as viroses, a
poliomielite e a hepatite infecciosa sido passiveis de transmissdo via agua.
Vérios paises tém incentivado a reutilizagio de guas servidas, adequadamente
tratadas, para irrigagdo ¢ outros propdsitos ndio potaveis. Dentre 0s varios usos
de efluentes tratados na irrigagiio, CROOK (1985) destaca a irrigagio de
plantas forrageiras fibrosas e de paisagens, tais como campos de golfe ¢
parques, pomares, parreiras e irrigacao de sementes para alimentos. Com base
nestas informagdes, pode-se avaliar o risco que se corre quando reutilizam-se
aguas servidas inadequadamente tratadas ou sem qualquer tipo de tratamento,
com finalidade de irrigagfio de hortaligas, frutas ou quaisquer outros tipos de
alimentos.

WATKINS & SNEATH (1981) examinaram amostras de aguas de rios
e esgotos, utilizando uma técnica que combinava enriquecimento a frio com
um enriquecimento em um caldo contendo, dentre outras substidncias, o acido
nalidixico e o tiocianato de potassio, além de plaqueamento em um meio agar
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triptose. Com esta técnica, 0s autores isolaram I, monocytogenes de todas as
amostras de dguas analisadas, além de enumerd-las através de uma técnica de
Numero Mais Provavel (NMP).

FENLON (1986) utilizou a técnica de NMP para enumerar L.
monecytogenes em silagens implicadas em um surto de listerose em bovinos.
As amostras eram diluidas em uma série de tubos contendo caldo de
enriquecimento e incubadas € estriadas em placas com meio seletivo, Tabelas
de NMP foram usadas para calcular a quantidade de L. monocytogenes por
grama ou mililitro de amostra.

BUCHANAN et al. (1988) compararam a eficiéncia de alguns meios e
utilizaram a técnica do NMP em trés tubos com meio UVM. Segundo autores,
o0 MVJ] tendeu a dar valores mais altos devido ao crescimento de enterococos
e Staphylococcus.

HOFER (1975) observou a ocorréncia de L. monocyfogenes em 20
amostras de esgotos urbanos na cidade do Rio de Janeiro, em duas
oportunidades verificou a presenga do patogeno.

De acordo com KAMPELMCHER & JANSEN (1980), em 165
amostras de efluentes examinadas, 100 amostras (61%) foram positivas para
Listeria monocytogenes, sendo 31 sorotipo 1, 17 do sorotipo 4b e 52 ndo
tipificadas sorologicamente.

DIJKSTRA (1982) estudou a ocorréncia de L. monocytogenes em aguas
de superficies de canais e lagos, fossos e efluentes de uma estagio de
tratamento de esgotos. Das 33 amostras de efluentes de uma estagdo de
tratamento de esgotos, 22 delas (67%) foram positivas para Listeria
monocytogenes.

GENEVICH et al. (1985) isolaram L. morocytogenes em todas as
amostras analisadas de efluentes, lama de esgotos e aguas de rios. Segundo os
autores, as altas contagens obtidas em amostras de lama de esgotos da uma
idéia do risco de se utilizar este material como fertilizante agricola. Os
efluentes e lama de esgotos contribuem para o crescente aumento do
microrganismo na natureza.

KAMPELMACHER & JANSEN (1980) relataram a ocorréncia de L.
monocytogenes em aguas de efluentes e de superficies, de 1958 a 1977, nos
Paises Baixos. Das 165 amostras de efluentes examinadas, 100 amostras foram
positivas, sendo 31 do tipo 1, 17 do tipo 4b, 24 hemoliticas néo tipaveis ¢ 28
nio hemoliticas ndo tipaveis.
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AL-GHAZALI & AL-AZAWI (1986) pesquisaram a presenga de L.
monocytogenes em amostras de esgotos e lama de esgotos, em todas as etapas,
dentro de uma estagio de tratamento de esgotos, na cidade de Bagda, capital
do Iraque. Os autores utilizaram também a técnica de NMP para quantificar o
microrganismo. A bactéria foi isolada em todas as amostras de esgotos nos
diferentes estdgios de tratamento, sendo que o maior nimero (1100
UFC/mililitro ou grama) foi obtido em amostras de esgotos que entravam na
estagdo de tratamento e os menores foram encontrados em torrdes de lama de
esgoto tratada {menos de 3 UFC/100 gramas). A lama de esgoto tratada
demonstrou um grande decréscimo na quantidade do microrganismo em
comparagio com a lama de esgoto sem tratamento.

SCHONBERG (1988), abordando os aspectos de controle e prevengio
da listeriose, diz que a natureza parcialmente telirica da Listeria
monocytogenes parece indicar que sua total erradicagdo do ambiente é
totalmente impossivel. Todas as substincias cruas de origem animal podem ser
razoavelmente suspeitas de estar contaminadas com o agente, assim como
alguns produtos crus de origem nédo animal, em virtude das técnicas com as
quais eles estejam sendo produzidos. O autor afirma ainda que a principal via
de transmissdo para animais € o consumo de silagens pobres em gramineas, de
inferior qualidade e com pH bastante alto. Por outro lado, animais clinicamente
sadios, que eliminam o patdégeno em suas fezes, podem contaminar os
alimentos durante os processos de abate ou ordenha. Segundo o autor, os
alimentos de origem animal séo fontes muito importantes de listeriose para o
homem e, embora seja conhecida a capacidade da Listeria sp. de causar
doengas em aves e mamiferos, ndo existem ou existem muito poucas
evidéncias da transmissdo pelo consumo de carne. A falta de evidéncias diretas
pode, entretanto, nfo refletir a real situagfo, pois existem fortes evidéncias
indiretas de que a carne e seus produtos tém papel importante na complicada
epidemiologia da listerose humana, ja que a Listeria sp. tém sido encontrada
em animais de abate, tanto nos sadios como naqueles que mostram sinais
clinicos da doenga, inclusive entre os animais domésticos. Skovgaard (1986),
citado por SCHONBERG (1988), afirma que acima de 5% de trabalhadores de
matadouros eram portadores de Listeria sp.

MATERIAL E METODOS

Foi analisada microbiologicamente a presenga de Listeria sp. em 140
amostras de agua oriundas de afluentes ¢ efluentes de dois matadouros
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frigorificos de bovinos, localizados no municipio de Goidnia, Estado de Goids.
A industria 1 possui um padrido de qualidade que a capacita para o comércio
nacional e internacional, além de um sistema de tratamento de efluentes
composto por tratamento prévio (gradeagdo ¢ desaeragiio), tratamento primario
(decantacdo e separacdo de gorduras) e tratamento secundario (lagoas
anaerobias e facultativas). A industria 2 so realiaza comércio local de carnes
resfriadas e ndo possui qualquer tipo de tratamento para seus efluentes .

As amostras foram colhidas em frascos de Erlenmeyer com capacidade
para 1000 mililitros, previamente esterilizados, lacrados e transportados até o
laboratério em caixas isotérmicas contendo sacos plasticos com gelo em seu
interior. Foram colhidas 70 amostras em cada indstria, sendo 35 no local de
captagdo da agua (afluente) e 35 no local onde a industria vertia suas dguas
servidas (efluente).

Na quantificag@io das bactérias do género Listeria utilizou-se a técnica
do Numero Mais Provavel (NMP). Empregaram-se 3 séries de 3 tubos, sendo
que cada série correspondeu a uma dilui¢do. A partir do filtrado obtido da
filtragdo prévia com papel de filtro, aliquotas de 10 mililitros, 1,0 mililitro e
0,1 mililitro das amostras foram semeadas em tubos contendo 15 mililitros de
caldo LEB I (LISTERIA ENRICHMENT BROTH -McCLAIN & LEE, 1988),
preliminarmente adicionados de 0,07 mililitros de solugido de acriflavina a
0,27% em cada um. Apds a semeadura, os tubos foram incubados a 30°C por
48 horas. Decorrido o tempo da incubacgio, fez-se a leitura dos tubos,
anotando-se em cada série a quantidade de tubos que demaonstraram turvagio,

A seguir, repetiu-se¢ 0 mesmo procedimento com 3 séries de 3 tubos
contendo meio LEB I1, o qual diferencia-se do LEB I por sofrer adigio prévia
de 0,15 mililitros de solugio acriflavina a 0,25% e 0,15 mililitros de solugio
de citrato férrico amoniacal a 58%, em cada tubo. A partir dos tubos contendo
meio LEB I, retirou-se 0,1 mililitro por tubo ¢ adicionou-se a cada tubo de
LEB [, nas respectivas dilui¢Ges e séries. Incubaram-se os tubos de LEB 11 por
48 horas a 30°C. Apds incubagdo, observou-se € anotou-se a quantidade de
tubos positivos, ou seja, que apresentaram turvagio e coloragio negra, em cada
série. A partir deste ponto, pescaram-se com alga esterilizada aliquotas dos
tubos positivos, € semeou-se em placas com meio LSAB (LISTERIA
SELECTIVE AGAR BASE - CURTIS et al., 1989}, que foram incubadas a
30°C por 48 horas. Apos 48 horas, as coldnias esculina positivas (negras)
foram pescadas e repicadas em placas com meto TSA (TRYPTICASE SOY
AGAR) e incubadas a 30°C por 24 horas.
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Desta etapa em diante, a técnica seguiu as mesmas orientagdes descritas
no método FSIS/USDA (McCLAIN & LEE, 1988). Apos os resultados das
anlises sorologicas, observou-se quais dos tubos anotados eram realmente
positivos para Listeria sp. e recorreu-se a tabela de NMP para quantificagio
dos microrganismos, segundo as dilui¢des utilizadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A determinagfio demonstrou uma quantidade minima de 9 NMP de
Listeria sp. por mililitro de agua e uma quantidade maxima de 95 para os
afiuentes da industria 1. Os efluentes desta mesma inddstria demonstraram
uma quantidade minima de 6 e uma quantidade maxima >1100. Analisando
estes nimeros pelo Teste de Wilcoxon, conclui-se ndo haver diferenga
estatisticamente significativa entre os valores observados para afluentes e
efluentes desta industria.

Com respeito a industria 2, seus afluentes apresentaram uma quantidade
minima de 3,6 e uma quantidade maxima >1100. Seus efluentes apresentaram
3 como quantidade minima de Listeria sp. e como quantidade maxima >1100.
Pelo Teste de Wilcoxon, concluiu-se ndo haver diferenga significativa entre os
valores.

Ao se comparar as quantidades de Listeria sp. obtidas nos afluentes das
duas inddstrias, pelo Teste de Wilcoxon, observou-se ndo haver diferenca
significativa.

As quantidades de Listeria sp. obtidas nas amostras de afluentes e
efluentes da indusiria 1 e inddstria 2 podem ser vistas nas Tabelas I e 11,
respectivamente.

A quantidade de bactérias obtidas nos isolamentos positivos, através da
técnica de NMP, ndo diferiu significativamente, pelo tratamento estatistico
utilizado, nos afluentes e efluentes de ambas as indistrias, observando-se uma
variagdo muito grande entre os valores maximos ¢ minimos que, se ndo foi
significativa, pode ter sido em fung¢do do Teste de Wilcoxon, o qual julgou-se
ser © mais adequado e¢m virtude dos valores >i100 que, pela sua natureza,
impediram a utiliza¢fo de estatistica paramétrica.
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Tabela I - NMP de bactérias do género Listerir presentes em amostras de afluentes e efluentes de matadoyro
frigorifico dotado de sistema de tratamento de efluentes, localizado na cidade de Goidnia, Estado de Goids, no periedo de
derembro de 1990 a feverzito de 1991

Nimero de Amostras NMP*
Afluentes Efluentes

9B 10 6.0

128210 9.0

g 2400
20B51¢0' 730
19AZ 10

(o431 10

21A310° 94

21A41

o 240.0

! 950

1
17B310 19.0
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46
=1
éllll() 10G,0
[Hllg 16,0

298910
5B 260

304210" 9.0

e
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" LX)
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MBI
348710 40,0

I5A4100 430
54 10!
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SB11D! 12.0

*3 Em Umdades Formadoras de Colonias (CFC) par (0] mililitros de amostra



80 GARCIA, César Augusto. NMP de Listeria sp. em afluentes e...

Tabela II - NMP de bacténas do pénero Listeria presentes em amostras de afluentes ¢ efluentes de um matadoura
frigorifico desprovido de sisterna de tratamento de efluentes. localizade na cidade de Goidnia, Estado de Goias, no periodo
de abril a junho de 1991

Nirmero de Amostras N M P*
Afluentes Efluentes

A0 230
9B] 10" w0
39R210"
41B210" 9.0
43Bs 10! 2400
43IB710”
AL
44A210" =110
444510
4B =100
4B
4B 10
4B10!

e »11IH)
BATI 45410
15B 10" 19.0
A5B6 10"
4sB3 10" j6
48R10" 10
SOA 10! LA
SOR1OM +7.3
SOB IO
SZBIQY 73
52BL¢
S3AS10
G 14.0
s3B5I00 19,0
538210
s4B210° 15,1
S4B410'
55B10 240,0
55B10'
568107 19.0
56810
57BLON 13.0
STRLO!

D\ 200

59A1L0! 16

Continua...
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continuagia...

MNumero de Amostras NMP*
Alluentes Elluentes

[T pahil

i
e0Aln" 150

n' ok
[}
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B
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S8AI0T 419 oo
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ERBAO ny
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Al

TOA10"
FkA Q! 0.0

I
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(*) Em Unidades Formadoras de Colénias {UFC) por 100 mililitros de amostra
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CONCLUSOES

Ambas as indlstrias ja captam agua contaminada por Listeria sp. O
sistema de tratamento de efluentes da inddstria | ndo influi sobre a quantidade
de bactérias. Ha necessidade de se desenvolver e/ou de adaptagio de novas
técnicas e procedimentos que sejam eficazes no exterminio das bactérias do
género Listeria presentes em efluentes de matadouros frigorificos.

ABSTRACT

COUNT OF Listeria sp. IN BOVINE SLAUGHTERHOUSES WASTEWATERS OF
GOIAS

One hundred and forty portions of slaughterhouses wastewaters in Goidnia-GO,
BRAZIL. were analysed for efficacy of effluentes treatment system to Listeria sp. and to count
this microrganism. With NMP method were concluded, between others answers, than
salaughterhouses received water with Listeria sp. And that effluentes treatment system doesn’t
had efficacy to these bacteria,
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