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Salmonella spp. E Clostridium perfringens EM FARINHAS DE ORIGEM ANIMAL
UTILIZADAS NA FABRICACAO DE RACOES E AVALIACAO DE ADITIVO NA
INIBICAO DE PATOGENO

RESUMO - O processamento dos residuos gerados durante a producéo avicola
origina subprodutos que podem ser utilizados na alimentagdo animal resultando em
racbes economicamente viaveis. Entretanto, a qualidade dos ingredientes que
compdem a ragao é de extrema importancia, pois o alimento pode veicular diversos
patégenos. Dessa forma foi desenvolvido o presente estudo, com o objetivo de avaliar
através dos métodos bacteriolégicos convencionais a qualidade microbiolégica de
Farinha de Visceras (FV), Farinha de Sangue e Penas (FSP) e Farinhas de Carne e
Ossos (FCO) no que se refere a contaminacao pelos microrganismos Salmonella spp. e
Clostridium perfringens, bem como testar a eficiéncia para inibicdo microbiana de um
produto quimico a base de formaldeido e &cidos organicos. Das 180 amostras de
farinhas analisadas, 71 (39,4%) apresentaram resultado positivo em relagdo a presenca
de C. perfringens, e 41 (22,8%) apresentaram resultado positivo quanto a presencga de
Salmonella spp. O produto a base de formaldeido e &cidos organicos mostrou-se
eficiente na inibicao de C. perfringens pois as contagens diminuiram significativamente
apos 24 horas e, apods cinco dias foi observado auséncia total do microrganismo nas
amostras testadas. A presenga dos patdgenos Salmonella spp. e C. perfringens em
todos os tipos de farinhas analisadas evidencia que este sub-setor necessita de aportes
tecnoldgicos, além de serem responsaveis por perdas econémicas aos produtores e um
risco a saude publica. A eficiéncia do produto quimico testado mostra que existe forma

de inibir o crescimento do C. perfringens, um grande avanco para a avicultura.

Palavras-chave: alimento, avicultura, desempenho produtivo, microbiologia, sanidade

animal
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Salmonella spp. E Clostridium perfringens IN ANIMAL MEAL USED IN THE
MANUFACTURE OF FEED AND EVALUATION OF THE ADDITIVE INHIBITION OF
PATHOGEN

SUMMARY - The processing of the waste generated during production
originates poultry products that can be used in animal feed rations resulting in
economically viable. However, the quality of the ingredients in the diet is extremely
important, because the food may carry various pathogens. Thus the present study was
developed with the aim to assess by conventional bacteriological methods the
microbiological quality of poultry offal meal (POM), Blood Meal and Feather (FSP) and
Meat and Bone meal (MBM) with regard to contamination by pathogens Salmonella spp.
and C. perfringens, as well as testing the efficiency of the chemical basis of
formaldehyde and organic acids. Of 180 flour samples analyzed, 71 (39.4%) were
positive for the presence of Clostridium perfringens, and 41 (22.8%) were positive for
the presence of Salmonella spp. The base product of formaldehyde and organic acids
proved effective in inhibiting C. perfringens as the counts decreased significantly after
24 hours, and after five days was observed total absence of the microorganism in the
samples tested. The presence of the pathogens Salmonella spp. e C. perfringens in all
kinds of flours analyzed shows that this sub-sector needs technological contributions,
besides being responsible for economic losses to producers and a public health risk.
The efficiency of the chemical test shows that there is no way to inhibit the growth of C.
perfringens, a major breakthrough for the poultry industry.

Key words: food, aviculture, production performance, microbiology, animal health



1. INTRODUCAO

A necessidade da utilizacdo da proteina animal na dieta humana e o crescente
aumento da populacao mundial (COSTA, 2008) fez com que a produgdo avicola se
tornasse uma das atividades agroindustriais mais desenvolvidas do mundo e uma das
mais importantes do Brasil (FIGUEIREDO, 2001).

Durante todo o processamento do frango de corte no abatedouro, ocorre uma
perda de produto em torno de 35%, gerando uma quantidade significativa de residuos,
como as penas, sangue e 0ssos. Além da questdo ambiental, o aproveitamento dos
residuos das aves abatidas é um fator econémico importante, pois é preciso investir em
maior produtividade a baixo custo. Uma das formas de aproveitamento desses residuos
€ seu processamento, que origina subprodutos que podem ser utilizados na
alimentacao animal resultando em ragdes economicamente viaveis e eficientes (NUNES
et al., 2005).

Entretanto, ndo restam duvidas que o desempenho da producdo animal depende
da qualidade da racao fornecida, pois problemas que acometem o0s animais tém
grandes chances de estarem ligados a uma ra¢ao de ma qualidade (BELLAVER, 2010).
Por este motivo, é fundamental que exista um monitoramento na producao das matérias
primas para identificacdo e solucdo dos problemas que possam vir a comprometer a
qualidade microbiolégica do produto final (BELLAVER, 2002).

Mesmo com avangos tecnoldgicos, os subprodutos de origem animal ainda sao
frequentemente sujeitos a contaminacdes bacterianas, especialmente por
microrganismos dos géneros Salmonella e Clostridium.

Pertencente a familia Enterobacteriaceae, Salmonella spp. € um patégeno Gram
negativo de importancia em sanidade humana e animal pois é isolado e identificado
com freqiiéncia como agente etiolégico de surtos de toxinfeccées veiculadas por
alimentos (SIQUEIRA et al., 2003). Por este motivo, tem-se estimulado a busca de
meios para reduzir ou eliminar Salmonella spp. antes do abate, uma vez que a redugao
das taxas de infeccdo pré abate resultam em aumento na seguranca dos produtos e



subprodutos avicolas (FUNK et al., 2001). Assim como Salmonella, microrganismos do
género Clostridium também podem afetar negativamente as aves.

Clostridium perfringens € um microrganismo em forma de bastonete, Gram
positivo com esporos subterminais e centrais (SCHOCKEN-ITURRINO & ISHI, 2000),
anaerdbio e produtor de varios tipos de toxinas capazes de provocar patologias
diversas, entre elas, a enterite necrética nas aves.

O controle da enterite necrotica aviaria (ENA) é considerado um dos maiores
desafios para a avicultura industrial. Além de um eficiente programa de biosseguridade,
a nutricdo adequada dos animais é essencial para o éxito do controle da ENA (GIL de
los SANTOS et al., 2008), uma vez que a alimentagdo das aves é a principal fonte de
contaminacao por C. perfringens, pois ingredientes da racdo tém sido confirmados
como veiculadores deste microrganismo e, portanto, foram relacionados a doenca
(DEKICH, 1998).

Com a restricao a utilizacao de antibiéticos como promotores de crescimento, e a
posterior aprovagao do uso de produtos quimicos em ragdes animais e suas matérias
primas (ANITOX, 1998), diversas substancias tém sido citadas para o controle de
contaminantes, entre elas, acido acético, acido propiénico, acido citrico, etanol,
formaldeido, acido férmico, alcool, acetato de zinco e propionato de zinco (RICKE et al.,
2005).

Para controle de Salmonella spp., ja existe uma ampla gama de produtos
disponiveis, com diferentes modos de acao e comprovacoes cientificas (WALES, 2010).
Entretanto, pouco se relata sobre o combate de C. perfringens em produtos utilizados
na fabricacdo de ragdes. Um dos motivos pode estar relacionado ao fato do
microrganismo ser esporulado, o que lhe garante alta resisténcia a maioria dos
tratamentos térmicos e quimicos convencionais de controle do crescimento microbiano.

Baseado nessas informacodes idealizou-se o presente trabalho, visando o estudo
microbiolégico de farinhas de origem animal que serdo utilizadas na fabricacao de
racdes, no sentido de avaliar a presenca de microrganismos que possam Vvir a

comprometer a qualidade do produto, bem como testar a eficiéncia de um produto



quimico a base de formaldeido e acidos organicos na inibicdo do desenvolvimento do

microrganismo C. perfringens em subprodutos de origem animal.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARACTERIZAGCAO DAS FARINHAS DE ORIGEM ANIMAL (FOAs)

Entende-se por farinha de origem animal os residuos de abatedouros nao
destinados ao consumo humano, resultantes de um processamento que atenda a um
padrao de identidade e qualidade preestabelecido, nos aspectos higiénico sanitarios,
tecnoldgicos e nutricionais, podendo ser utilizadas na alimentagdo de animais nao
ruminantes (BRASIL, 2008).

A composicao varia entre os diferentes tipos de farinha, e de acordo com
Farmland (2001):

Farinha de sangue e penas (FSP) é o produto resultante da cocgédo sob pressao
de penas limpas e ndo decompostas, obtidas no abate de aves, sendo permitida a
participacdo de sangue desde que a sua inclusdo nao altere significativamente sua
COmposigao.

Farinha de visceras (FV) é o produto resultante da coccdo sob pressao,
prensagem e moagem de visceras de aves, sendo permitida a inclusdo de cabecas e
pés. Nao devem conter penas e casca de ovo, 0s quais caracterizam adulteracao.

Farinha de carne e ossos (FCO) é produto resultante da coccdo de o0ssos e
tecidos. Nao deve conter sangue, pélos e conteudo estomacal.

As vantagens da utilizacao de farinhas de origem animal em racées abrangem
desde aspectos econbmicos, através da reducdo dos custos com racdes, e por
consequéncia de producao animal; até a geracao de empregos e melhorias ambientais,
com o tratamento dos residuos do abate (BELLAVER, 2010)

A premissa maxima na fabricacdo de racbes de alta qualidade certamente é a

qualidade de seus ingredientes, sendo necessario monitorar sua composicido e



processamento eficazmente. Quando se trata de subprodutos de origem animal, um
maior cuidado é necessario, pois apresentam uma dificuldade de padronizacdo em
funcdo de seu processo produtivo e da origem dos residuos que os compdem.
(BELLAVER, 2002).

O surgimento de infeccbes por Salmonella Agona e S. Enteritidis e, causando
maior impacto, a Encefalopatia Espongiforme Bovina, abalaram a sensacdo de
seguranca dos paises industrializados em relagcdo a utilizacdo de subprodutos de
origem animal em alimentos (ANDERSEN et al., 2005). Entretanto, aplicando-se as leis
cabiveis para garantia da reducdo de riscos na transmissao de doencas, a qualidade

das farinhas animais pode ser assegurada (BELLAVER, 2010).

2.1.1 Legislacao das FOAs

A legislacao Brasileira do Ministério da Agricultura (BRASIL, 2003) que aprovava
o Regulamento Técnico sobre as Condicdes Higiénico Sanitarias e de Boas Praticas de
Fabricacdo para estabelecimentos que processam residuos de animais destinados a
alimentacdo animal, estabelecia que o produto colhido apds o tratamento térmico nao
deveria conter bactérias patogénicas e esporos termorresistentes, especificando
“auséncia de Clostridium perfringens”. Além disso, amostras de cada lote do produto
final, antes de ser armazenado, deveriam ser submetidas a pesquisa e apresentarem
auséncia de Salmonella spp. em 25 g de amostra.

Porém, o Ministério da Agricultura através da Instrucdo Normativa n°34, de 28
de maio de 2008 (BRASIL, 2008), que regulamenta a Inspecao Higiénico Sanitaria e
Tecnolégica do Processamento de Residuos de Origem Animal, revogou a legislacao
anterior, estabelecendo agora que devem estar previstas andlises periddicas para
garantir a auséncia de Salmonella spp. em 25g do produto acabado. Além disso, as
analises devem ser realizadas em laboratério do préprio estabelecimento ou em
laboratério terceirizado, desde que tenham um sistema de garantia da qualidade e
metodologias reconhecidas internacionalmente. Entretanto, a legislacdo vigente nao
cita o Clostridium perfringens, nao especifica a necessidade da auséncia deste



microrganismo no produto acabado ou sequer estabelece um padrdo de contagem
maxima permitida.

A necessidade da auséncia total da Salmonella spp. em subprodutos de origem
animal se justifica principalmente pelo fato de que, mesmo quando presentes em baixos
nameros, este microrganismo € capaz de se multiplicar em ambientes quentes e
umidos, como € o caso dos silos e comedouros (WALES, 2010).

Calixto et al. (2002) em estudo com 120 amostras de farinhas de origem animal,
identificaram 25 amostras fora dos padrées estabelecidos pela legislacdo, por
apresentarem-se positivas para Salmonella spp.

Foi realizado um monitoramento pela industria de racées na Unido Européia e
verificou-se que as farinhas de origem animal estavam contaminadas por Salmonella
(ANON, 2007), nao atendendo ao especificado pela Normativa 34 (BRASIL, 2008).

Pri6 et al (2001) analisaram a contaminagédo por Salmonella e Clostridium em
farinhas e na racdo final. Os resultados apontaram a presenca de ambos o0s
microrganismos tanto nas farinhas quanto nas racées. Embora nada seja especificado
na legislacao vigente em relacdo ao C. perfringens, sua presenca nos alimentos para
consumo animal é indicio de alguma falha durante o processamento (SCHOCKEN-
ITURRINO & ISHI, 2000).

2.1.2 Processamento das FOAs

O processamento de farinhas pode ser feito através de dois sistemas basicos,
um deles sao os frigorificos com producado propria e o outro, sistemas de coleta de
residuos por processadores independentes. Em quaisquer dos casos, a norma oficial
estabelece que as matérias primas devam ser processadas dentro de 24 horas apés o
abate dos animais (SILVA, 2009).

O fluxo do processo de producao deve ser unidirecional. Consiste basicamente
na retirada dos excessos de agua dos residuos nao comestiveis e, se necessario,

devido ao tamanho das pecas, picar, triturar e leva-los aos digestores para cocgao.



A coccao é obrigatoria para todos os tipos de farinhas pois € proibido que os
residuos sejam destinados a alimentagdo animal sem passarem pelo tratamento
térmico, com a funcdo de eliminar microrganismos patogénicos. O aquecimento para
farinhas segue o estabelecido pela IN 34, na qual a temperatura ndo pode ser inferior a
133°C, durante pelo menos 20 minutos, sem interrup¢ao, a uma pressao absoluta nao
inferior a 3 bar, produzida por vapor saturado (BRASIL, 2008).

Em seguida, a gordura é drenada, prensada ou centrifugada e o residuo sélido
moido na forma de farinha com especificacoes de granulometria varidveis. De acordo
com Bellaver (2002), a granulometria € baseada através da porcentagem de retencao
em peneiras apresentando diferentes medidas de malhas. A granulometria mais utilizada
€ de 5% de retencao em peneira com malha de 2mm.

Através do fluxograma do processamento das farinhas de origem animal (Figuras
1 e 2), observa-se que existem varias etapas em que o risco de contaminacédo ou

proliferacao microbiana é eminente, podendo interferir na qualidade do produto final.

Figura 1 Fluxograma de producdo de Farinha de Visceras e Farinha de Sangue e Penas (BELLAVER, 2002)



Figura 2 Fluxograma de producdo de Farinha de Carne e Ossos (BELLAVER, 2002)

A ubiqlidade de microrganismos no ambiente, associada as praticas da industria
alimenticia, em que a produgcdo em massa leva a um aumento da contaminagao
cruzada, sao fatores que contribuem para a disseminacao de patégenos nos produtos e
subprodutos de origem animal na cadeia global de alimentos (LINDER, 2002).

Outra fonte de contaminagdo dos produtos de origem animal sdo os proprios
operadores de fabrica. Por este motivo, destaca-se a necessidade de capacitacao e
conscientizacao dos funcionarios para o sucesso do controle microbiolégico (LONGO et
al, 2010)

Segundo Longo et al. (2010), a principal estratégia para o sucesso do controle
microbiolégico em farinhas de origem animal é o monitoramento de todo o processo

produtivo, evitando possiveis falhas. Para isto, é interessante associar as ferramentas



de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (HACCP), Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF), tratamentos térmicos e quimicos aplicados em uma ou mais etapas
da fabricagao e cuidados no armazenamento (WALES, 2010).

De acordo com Rossi Junior et al. (2006), uma das formas de reduzir a
proliferacdo de microrganismos durante o processamento de produtos alimenticios e
suas matérias primas é obedecer o binbmio tempo x temperatura nos tratamentos
térmicos, e evitar a formacdo de biofilmes nos equipamentos, caracteristica que
favorece a recontaminacgéao do produto (VESTBY, 2010).

Vidal-Martins et al. (2008) afirmam que microrganismos esporulados podem
sobreviver a altas temperaturas e, uma vez que o tratamento térmico nao seja 100%
eficiente na destruicdo desses microrganismos, o aquecimento pode exercer efeito
estimulante sobre a multiplicagao.

Garcia et al. (2001) analisaram culturas de C. perfringens que foram submetidas
a temperaturas subletais altas e baixas. Os microrganismos que receberam os choques
de temperaturas tornaram-se quase duas vezes mais resistente do que o0s
microrganismos controle. Os autores concluiram que, se expostas a temperaturas
subletais, C. perfringens adquirem tolerancia a temperaturas extremas.

Sabendo-se que o0s microrganismos esporulados tornam-se resistentes se
expostos a temperaturas subletais (GARCIA et al., 2001) o ideal seria aumentar a
temperatura para eliminar os esporos. Entretanto o sobreaquecimento influencia
negativamente a palatabilidade (FARMLAND, 2001) e afeta a disponibilidade de
aminodcidos indispensaveis das FOAs (BELLAVER, 2002).

2.2 CARACTERIZACAO DO GENERO Salmonella

Pertencente a familia Enterobacteriaceae, o género Salmonella é composto por
microrganismos Gram-negativos, ndo esporulados, aerébios, com flagelos peritriquios,
com excecao da S. Pullorum e S. Galinarum (ESTEVES, 2005). Bioquimicamente sao
classificados como oxidase negativa, catalase positiva, indol negativa, produtoras de



gas a partir da glicose, redutoras de nitrato a nitrito e determinantes de hidrélise da
uréia (ANDERSON & ZIPRIN, 2002).

Salmonella spp. nado tolera concentracbes de sal superiores a 9% (FRANCO &
LANDGRAF, 1996) e possui temperatura 6tima de crescimento de 36 a 43°C. Embora o
pH 6étimo para a multiplicacdo seja em torno de 7, existe a possibilidade de
sobrevivéncia a uma variacao de 4 a 9,50 (D'AOUST, 1989).

A classificacdo taxon6mica deste género sempre foi motivo de controvérsias.
Existem varios esquemas propostos mas, atualmente, vem ganhando aceitagdo
internacional a classificacdo utilizada pelo Center for Disease Control and Prevention
baseado no sistema Kaufmann-White (TINDALL et al, 2005).

Nesse sistema, o género Salmonella € dividido em duas espécies, a S. bongori e
a S. enterica, sendo que esta Ultima & subdividida em seis subespécies: Enterica,
Salamae, Arizonae, Diarizonae, Houtenae e Indica, as quais foram classificadas com
base em seus hospedeiros e na homologia de DNA (POPOFF et al., 2001).

Segundo Popoff et al. (2001), existem 2543 diferentes sorovares de
Salmonella. Entretanto, apesar da grande diversidade de marcadores fenotipicos e
genotipicos existentes, a sorotipagem continua a ser a técnica mais utilizada para
reconhecimento dos isolados de Salmonella (ESTEVES, 2005).

A infeccao por Salmonella pode se dar de diversas maneiras, dentre as principais
vias encontram-se os alimentos e a agua, ocasionando graves enfermidades (VAHL,
2008)

A dose infectante deste microrganimo no homem é de apenas 100 células,
podendo ser ainda menor, dependendo da idade, do estado imunolégico do hospedeiro
(GAWANDE & BHAGWA, 2002) e também pela composicdo do alimento ingerido.
Sabe-se que a presenca de um elevado conteido em gordura e/ou agucar no alimento,
protege a bactéria das barreiras gastricas naturais permitindo que alcance o intestino
sem sofrer qualquer dano (D'AOUST, 1994). Ja a dose infectante para os animais sob
estresse é menor, podendo ser inferiora 1 UFC / g (HINTON & LINTON, 1988).
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Um dos maiores desafios enfrentados pela avicultura em relacdo a Salmonella é
evitar a ocorréncia de doencas transmissiveis aos seres humanos e garantir a saude e
o desempenho das aves (CORTEZ, 2006).

2.2.1 Patogenicidade

O género Salmonella abriga as espécies causadoras da febre tifdide, das febres
entéricas, e das enterocolites, também conhecidas como salmoneloses (FRANCO &
LANDGRAF, 1996).

A atividade toxigénica de Salmonella desencadeia hipertermia, coagulopatias,
leucopenia, acidose lactica, hipotensdo e profundos transtornos no metabolismo
protéico, conduzindo a uma rapida degradacao das condi¢oes fisicas do hospedeiro
(ESTEVES, 2005). Entre as patogenias mais frequentemente observadas em animais
encontram-se enterites e septicemias (LONGO et al., 2010) e em humanos variam de
simples gastrenterite até a morte.

Os animais infectados por diferentes sorovares de salmonela podem desenvolver
patogenias clinicas ou assintomaticas, albergando esses agentes e tornando-se fonte
de infeccdo em potencial da bactéria para outros animais e para o homem (BARROW,
1993).

Foram mais de 155 mil casos de salmonelose notificados na Unido Européia
(EFSA, 2009) e cerca de 1,3 milhdes de casos anuais a nivel mundial, resultando em
16 mil hospitalizacdes e 600 mortos (THONG et al., 2002), sendo que a maioria dos
casos pode nao ter sido registrado, estimando-se que este nimero seja 20 a 100 vezes
superior (ESTEVES, 2005).

Wales (2010) descreve que surtos de salmoneloses em seres humanos
continuam sendo um grave problema de saude publica, existindo uma forte
predominancia dos sorovares S. Enteritidis e S._Typhimurium (WALES, 2010).

As aves foram reconhecidas como uma importante fonte de infeccdo humana por
salmonelas desde que se intensificou a comercializacdo de produtos avicolas (CORRY
et al.,, 2002). A contaminacdo por Salmonella na ragdo animal pode também ser
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transferida na cadeia alimentar humana através de ovos (DAVIES et al, 2001; CORRY
et al, 2002)

2.3 CARACTERIZACAO DO GENERO Clostridium

Pertencentes a familia Bacilaceae, microrganismos do género Clostridium sao
anaerdbios, encapsulados, médveis e, bioquimicamente, s&o classificados como
gelatinase, maltose, sacarose, indol e nitrato positivos, e salicina negativos (GOMES et
al., 2008)

A temperatura 6tima para crescimento é de 37 a 45 °C e o pH proximo a
neutralidade, cerca de 7 (BLASCHEK & SOLBERG, 1981). Entretanto, na forma
esporulada, os clostridios podem sobreviver as extremas variagcbes de temperatura e
acidez (CATO et al., 1986).

Existem aproximadamente 100 espécies de Clostridium, muitas sdo comumente
encontradas na microbiota intestinal dos humanos e de animais sadios, dentre elas
destaca-se o Clostridium perfringens (GOMES et al., 2008). Entretanto, se o
microambiente digestivo for alterado, ocorre uma proliferacao dessas bactérias e entao,
a ocorréncia de enfermidades (LOBATO & ASSIS, 2005).

O C. perfringens €, provavelmente, uma das espécies potencialmente
patogénicas deste género mais difundidas no mundo e, sem dlvida, a mais importante
causadora de enterites por Clostridium em animais domésticos (BERCHIERI JUNIOR &
MACARI, 2000).

2.3.1 Patogenicidade

Clostridium perfringens é classificado em 5 tipos, sendo eles A, B, C, D e E. Esta
divisdo € baseada nas toxinas protéicas produzidas (ESTEVES, 2005). Tratando-se de
toxinas, esses microrganismos sao capazes de produzir inUmeras substancias toxicas

Sao pelo menos 12 diferentes tipos de toxinas, sendo que quatro sdo apontadas como
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as mais importantes no ponto de vista patogénico, denominadas alfa, beta, epsilon e
iota (GOMES et al., 2008).

Uma das principais é a alfa toxina, uma enterotoxina termo-labil, que altera
estruturalmente as membranas celulares e afeta a fungéo celular . Embora o seu modo
de acado exato ndo seja claramente definido, esta € uma toxina letal que causa necrose
hemorragica e destruicao significativa das vilosidades intestinais (ROOD, 1998)

Varias sao as afecgbes causadas pelos diferentes tipos de toxinas do
Clostridium perfringens. Tais patogenias podem afetar seres humanos e animais, dentre
elas encontram-se as intoxicacées alimentares, colite pseudomembranosa (ROOD,
1998), carbunculo sintomatico (GOMES et al., 2008), gangrena gasosa (AWAD, 2001) e
enterite necrética (ESTEVES, 2005)

2.3.2 Enterite necrética aviaria (ENA)

A ENA é uma enterotoxemia aguda, que se apresenta em forma clinica ou
subclinica (VAN IMMERSEEL et al., 2004), causada por C. perfringens dos tipos A e C.

Em infecgcdes subclinicas, nota-se reducdo na absorcdo dos nutrientes,
consequentemente, menor ganho de peso, diminuicdo da taxa de crescimento e piora
na conversao alimentar (SCHOCKEN-ITURRINO & ISHI, 2000).

Os sinais clinicos nas aves sao severa apatia, diminuicdo de apetite, penas
arrepiadas, fezes com coloracao escura, com ou sem manchas de sangue e diarréicas.
Algumas aves se apresentam desidratadas e com escurecimento da musculatura
peitoral. A evolugdo da doenca é rapida, podendo muitas vezes apresentar-se de modo
agudo, ocasionando mortalidade de 5 a 15% do lote sem apresentar sinais mais
especificos. Quando ndo medicada, a mortalidade persiste no lote por cerca de 10 a 14
dias (BERCHIERI JUNIOR & MACARI, 2000).

Afeta principalmente animais jovens, entre duas e cinco semanas de idade,
aparecendo subitamente, e esta geralmente associada a imunossupressao, provocando
morte rapida com elevada prevaléncia (SCHOCKEN-ITURRINO & ISHI, 2000).
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Fatores ambientais, tais como qualidade da cama, densidade populacional, local
de criacdo, e ingredientes da racdao (DEKICH, 1998) tém grande importancia na
multiplicacdo do C. perfringens e, conseqlentemente, sdo considerados fatores de risco
para a ENA. (BERCHIERI JUNIOR & MACARI, 2000).

Do ponto de vista econémico, a ENA é conhecida por seu impacto negativo na
producdo avicola (VAN DER SLUIS, 2000). Dados atuais mostram que o Brasil
exportou mais de 360 mil toneladas de carne de frango em julho de
2010 (AGRONEGOCIO, 2010). Estima-se que o prejuizo dessa doenca seja de mais de
U$ 0.05 por animal, sendo que as perdas variam desde problemas com o aumento da
conversdo alimentar, reducdo do peso vivo, bem como aumento na condenacéo de
carcacas (LOVLAND & KALDHUSDAL, 2001).

Lovland & Kaldhusdal (2001) em estudo com comparacao de frangos de corte
sadios e com ENA, revelaram diferenca consideravel no desempenho da producéo,
afirmando que os pesos reduzidos no momento do abate foi o fator negativo mais
evidente.

Segundo Keyburn et al. (2006), a perfeita funcéo intestinal é essencial para se
obter uma conversao alimentar bem sucedida, entretanto quando com ENA, os animais
apresentam lesdes necréticas no intestino impedindo sua funcionalidade habitual
(KEYBURN et al., 2006).

Como o Clostridium perfringens ¢ um habitante normal do ceco e do intestino
grosso, as patologias ocorrem principalmente quando quantidades significativas do
microrganismo sao ingeridas através de alimentos contaminados (BIGNARDE et al.,
2008). Em varios surtos de enterite necrotica, a racdo € uma das principais fontes de
infeccao (BERCHIERI JUNIOR & MACARI, 2000).

2.4 CONTROLE QUIMICO MICROBIANO EM FOAs

Apos a proibigédo da utilizacao indiscriminada de antibiéticos como promotores de
crescimento, aumentaram os casos de ENA pelo mundo. Como tentativa de controle de

microrganismos, a legislacdo permitiu a utilizacdo de substancias quimicas nas racoes
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e em farinhas de origem animal (ANITOX, 1998; EFSA, 2006). A partir de entédo, vérias
substancias tém sido testadas, entre elas, acido acético, acido propibnico, acido citrico,
etanol, formaldeido, acido férmico, alcool, acetato de zinco e propionato de zinco
(RICKE et al., 2005).

Os aditivos bactericidas devem ser estaveis até o momento do consumo.
Entretanto esses compostos devem ser metabolizados ou ndo serem absorvidos,
evitando residuos em carne e ovos dos animais que receberam o tratamento (EFSA,
2008).

Possiveis pontos negativos do uso indiscriminado de produtos quimicos estao
relacionados a volatilidade, corrosdo e redugao da palatabilidade (WALES, 2010).

Entretanto, quando utilizados a uma concentracao de 3 kg/t em racoes, e 6 kg/t
em matérias primas, ndao existem efeitos negativos em relagdo a palatabilidade.
(ANITOX, 1998). Além disso, a busca constante de diversos grupos de pesquisa e
empresas tem sido desenvolver produtos a base de combinacdes de agentes quimicos
para obter um efeito sinérgico eliminando problemas de palatabilidade (LONGO et al.
2010).

Os beneficios da combinacao de elementos quimicos sdo diversos. Além de
menores doses de produto, o que acarreta em uma reducao de gastos econdmicos,
minimiza os problemas de corrosdo e fumigacdo no ar ambiente, diminuindo riscos de
intoxicacdo do operador. (LONGO et al.,, 2010). Segundo a European Food Safety
Authority (2008), produtos a base apenas de acidos necessitam de equipamentos
especificos anti-corrosivos e procedimentos especiais de seguranca e, quando
combinados com outros agentes quimicos, podem ser aplicados diretamente nos
equipamentos

Produtos a base de formaldeido apresentam volatilidade acentuada. Essa
caracteristica faz com que, ap6s aplicacdo em ragdes ou subprodutos avicolas, o
produto possa ser perdido por evaporacao, limitando seu efeito a longo prazo (KHAN et
al, 2003). Este é outro fator benéfico do uso combinado de agentes antimicrobianos,
pois associando-o com acidos ou terpenos, reduz sua volatilidade (CARRIQUE-MAS et
al, 2007).
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Além da associagao entre diferentes compostos quimicos para garantir a eficacia
nos efeitos esperados (WALES, 2010), alguns ensaios laboratoriais de empresas foram
realizados e indicaram que a forma liquida pode ser mais eficiente que a forma em po,
utilizando-se a mesma formulacdo dos elementos, sugerindo que a dispersdo e a
penetracdo dos compostos sao fatores importantes a serem considerados (LONGO et
al., 2010)

2.4.1 Acidos organicos e Formaldeido

A utilizagdo de acidos organicos para controlar a contaminagdo por
enterobactérias em racoes ja foi observada, entretanto a eficiéncia depende da dose
aplicada e do tempo de exposicéao ao produto (LONGO et al., 2010)

Os acidos orgéanicos séo relativamente estaveis nos alimentos, e alguns deles
ocorrem naturalmente em organismos vivos, especialmente no trato digestivo. Séo
frequentemente selecionados para uso na alimentacdo animal porque sao
metabolizados pelos animais beneficiarios e nao deixam residuos nos alimentos
comercializados (WALES, 2010)

Segundo Wales (2010), os acidos organicos sao acidos considerados fracos e
classificados como conservantes, ou seja, substancias que protegem os alimentos
contra a deterioracdo causada por microrganismos ou seus metabdlitos. Entretanto, o
formaldeido mostrou-se mais eficiente para descontaminacdo de racbes quando
comparados com produtos a base de acidos (MOUSTAFA et al., 2002).

Trabalhos tém demonstrado que o formaldeido apresenta um alto nivel de
atividade desinfetante contra um grande espectro de microrganismos e € considerado o
composto mais eficiente para ser utilizado em estratégias de desinfec¢do de granjas
contaminadas por Salmonella (DAVIES & WRAY, 1995).

Embora o formaldeido seja uma substancia considerada perigosa, ndao existem
evidéncias conclusivas de toxicidade em seres humanos (ARTS et al., 2006). Além
disso, ndo causam efeitos adversos nos animais alimentados com racdes ou seus
ingredientes que foram tratados pelo produto (ALLEN, 1993; EFSA, 2006).
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Barnhart et al (1999) mencionaram um modelo in vitro de utilizacdo de
formaldeido em racdo para consumo animal e os resultados obtidos apontam uma
reducéo significativa de Salmonella.

Existe uma ampla gama de produtos disponiveis, com diferentes modos de acao
e comprovacoes cientificas para controle de Salmonella (WALES, 2010). Entretanto,
pouco se relata sobre o combate de C. perfringens em produtos utilizados na fabricacao
de racdes. Um dos motivos pode estar relacionado ao fato do microrganismo ser
esporulado, o que lhe garante alta resisténcia a muitos tratamentos térmicos e quimicos

convencionais de controle do desenvolvimento microbiano.
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3. JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

Tendo em vista as consideragdes apresentadas e que:
- O crescente aumento no consumo humano de produtos avicolas exige uma boa
qualidade microbiolégica na alimentacao desses animais;
- Os microrganismos potencialmente patogénicos, como Salmonella spp. e Clostridium
perfringens, tém sido isolados de subprodutos de origem animal, perpetuando
problemas sanitarios e ocasionando danos econémicos na produgao avicola;
- O tratamento térmico, exigido no processamento, muitas vezes nao atinge a
temperatura adequada, sendo ineficiente na eliminagdo de microrganismos
esporulados;
- Nao existe no Brasil uma legislacdo de controle de qualidade para farinhas de origem
animal que considere a contaminacao por Clostridium perfrigens;
- Apesar de muitos trabalhos encontrarem a presenca de patdégenos em farinhas de
origem animal, poucos mostram solugdes para o problema;
- Alguns trabalhos testam eficiéncia de produtos quimicos para combate de Salmonella,
entretanto ndo testam o efeito sobre inibicdo de Clostridium perfrigens.

Idealizou-se o presente estudo tendo os seguintes objetivos:
- avaliar a qualidade microbiol6gica de farinha de visceras, farinha de penas e sangue e
farinhas de carne e 0ssos processadas no interior do estado de Sao Paulo;
- verificar a presencga dos patogenos Salmonella spp. e Clostridium perfringens;
- realizar a sorotipagem das cepas de Salmonella spp. para caracterizacao do sorotipo.
- testar produto quimico a base de formaldeido e acidos organicos para controle de

contaminacao por Clostridium perfringens.
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4. MATERIAL E METODOS

As amostras de farinhas foram coletadas no periodo de fevereiro a agosto de
2010, no ponto final da producao de graxarias, com os devidos cuidados de assepsia e
acondicionadas em sacos plasticos esterilizados. O transporte foi realizado em caixas
isotérmicas para manter a temperatura e apos cada coleta, as amostras foram levadas
ao Laboratério de Anaerdbios, pertencente ao Departamento de Patologia Veterinaria
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, Campus de Jaboticabal,
para a realizacao das analises microbiolégicas.

4.1 Caracterizacao da graxaria

Foram coletadas amostras em quatro diferentes estabelecimentos no interior do
estado de Sao Paulo. Todos os estabelecimentos visitados apresentavam um
profissional responsavel pela producdo e uma equipe de colaboradores que atuavam
nos diversos pontos da producdo. Em relacdo a infra-estrutura, as graxarias
apresentavam padrdes diversificados, entretanto, todas contavam com laboratério de
apoio equipado para controle de qualidade dos produtos de origem animal, com
estrutura para analises quimicas, fisicas e biolégicas.

4.2 Isolamento dos microrganismos

4.2.1 Amostragem

Foram analisados trés tipos de farinhas de origem animal, sendo elas, farinha de

visceras (FV), farinha de penas e sangue (FPS) e farinha de carne e ossos (FCO). Para
cada tipo de farinha foram coletas 60 amostras, totalizando 180 amostras analisadas.
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4.2.2 Diluicao inicial

Foram pesados 25 g de cada amostra, transferidos e homogeneizados em um
frasco tipo Erlenmeyer contendo 225 mL de 4gua peptonada a 1% estéril. A partir desta
diluicdo inicial, foram realizadas as analises especificas para o cultivo de cada
microrganismo (APHA, 2001)

4.2.3 Salmonella spp.

4.2.3.1 Enriquecimento seletivo

Para o isolamento de Salmonella spp. a solugéo da dilui¢ao inicial foi incubada a
42°C por 24h. Apds esse periodo, de acordo com Apha (2001), 1mL de cada amostra
foi transferido para dois tubos de ensaio, um contendo 10mL de caldo Selenito-cistina e
outro contendo 10mL de caldo Rappaport-Vassiliadis, ambos os meios adicionados de
0,1mL de novobiocina 4%, os quais foram incubados a 37°C e a 42°C, respectivamente,
durante 24 horas.

4.2.3.2 Plaqueamento seletivo

A partir de cada caldo de enriquecimento seletivo, uma algada foi utilizada para
semeadura em superficie em duas placas, uma contendo agar verde-brilhante vermelho
de fenol-lactose-sacarose (BPLS) e outra contendo agar Mac Conkey, incubados
novamente a 37°C por 24 horas (BRASIL, 1993). A partir do agar BPLS foram
selecionadas colénias sugestivas, as quais sao incolores, entre translicidas e
ligeiramente opacas, cujo meio basico apresentava tom maravilha; no agar Mac Conkey

foram selecionadas as col6nias incolores com meio basico de cor palha.



20

4.2.3.3 Provas bioquimicas e sorotipagem

As colbnias consideradas sugestivas foram semeadas em agar triplice acucar
ferro (TSI) inclinado e Agar Lisina Ferro, ambos com incubag&o a 37°C por 24 horas.
Apds esse periodo, procurou-se observar na leitura a base acida com gas e bisel
alcalino com producdo de H.S, para o meio TSI; e cor inalterada, permanecendo
purpura, com ou sem producao de H2S, para o Agar Lisina Ferro.

Os cultivos caracteristicos foram submetidos ao teste sorolégico de aglutinacéao
rapida em lamina. Para tal, foram adicionados 2 mL de solu¢éo salina ao cultivo do agar
TSI e, ap6s homogeneizacao, foram depositadas duas gotas da suspensao em lamina
de vidro, acrescentando uma gota do soro salmonela polivalente somatico sobre uma
das gotas da suspensao, e sobre a outra, uma gota do soro Salmonella flagelar. Apds
homogeneizacao, procurou-se observar a ocorréncia da aglutinacao (BRASIL, 1993)

Quando confirmadas como positivas, apresentando aglutinacdo para os dois
tipos de soro, foram semeadas em meio agar nutriente, incubadas por 24 horas a 37°C
e encaminhadas a Fundacédo Oswaldo Cruz para realizagdo da sorotipagem.

4.2.4 Clostridium perfringens

4.2.4.1 Choque térmico

Para o isolamento de bactérias do género Clostridium, aliquotas das diluicoes
iniciais de cada amostra foram transferidas para tubos de ensaios, vazios e
esterilizados, e foram submetidas a choque térmico. Neste procedimento, os tubos
foram aquecidos em banho maria a 80°C por 10 minutos e, em seguida resfriados
(AURELI et al., 1983). O choque térmico € um processo utilizado para que ocorra a

esporulacdo do microrganismo a ser analisado e redug¢ao de contaminantes.
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4.2.4.2 Plaqueamento Seletivo

Apbs o choque térmico, foi inoculado 1mL de cada amostra em placas de Petri
contendo agar Sulfito Polimixina Sulfadiazina (SPS) em duplicata, e o plaqueamento foi
realizado pelo método de “Pour Plate”. As placas foram incubadas em jarras anaerobias
com o sistema Gas Pack, a 37°C por até 72 horas (SEGNER et al., 1971). Colonias
consideradas sugestivas por serem sulfito-redutoras positivas, as quais apresentavam
coloragao negra, foram transferidas para tubos de ensaio com tampas de rosca, para
manter as condi¢cbes de anaerobiose, contendo caldo BHI e incubadas a 37°C por 24

horas para realizagdo das provas bioquimicas.

4.2.4.3 Provas bioquimicas

Para identificacdo do Clostridium perfringens, as culturas multiplicadas em BHI
foram submetidas aos seguintes testes bioquimicos: prova da gelatinase, motilidade,
fermentacao de lactose, maltose, sacarose, salicina, produ¢ao de indol, nitrato e HoS de
acordo com Carter et al (1998). As amostras positivas para estes testes foram

confirmadas como Clostridium perringens.

4.3 Teste de eficiéncia do produto quimico

O produto quimico utilizado neste estudo para realizacao do teste de eficiéncia no
controle da contaminacdo por Clostridium perfringens foi o Salmex®, composto por
formaldeido e acidos organicos.

O teste nao foi realizado com Salmonella pelo fato do produto ja ser utilizado no

combate deste microrganismo.
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4.3.1 Amostragem

Para o teste da atividade inibidora do desenvolvimento bacteriano, foram utilizadas
12 amostras de farinhas tratadas, sendo quatro amostras de FCO, quatro de FPS e
quatro de FV, além de 12 amostras controle, divididas da mesma forma, totalizando 24

amostras.
4.3.2 Preparo do inéculo

O inoculo foi preparado a partir de um “pool” das colbnias positivas e puras de
Clostridium perfringens encontradas nas amostras analisadas na etapa de isolamento,
bem como da bacterioteca do laboratério. As colonias foram repicadas em tubos com
tampa de rosca, para manter anaerobiose, contendo caldo BHI, submetidas ao choque
térmico e incubadas por 24 horas. A cultura obtida foi transferida para Erlenmeyer
contendo BHI e foram incubadas por 24 horas a 37°C (DOWELL & HANKINS, 1968).
Para a contagem do numero de células bacterianas no inoculo, foi realizada uma
diluicdo seriada até 10° (APHA, 2001). Em seguida, um mL de cada diluicido foi
semeado pelo método “Pour Plate” em PLacas contendo agar SPS e incubadas em
jarras anaerdbicas com o sistema Gas Pack a 37°C por 24 horas. Apés a incubagao, foi

realizada a contagem do numero em unidades formadoras de colbnias.
4.3.3 Preparo das amostras para teste

Cada uma das amostras foi esterilizada em autoclave a 121°C por 15 min, apds e
resfriamento receberam uma concentragdo de 10 mL/500 g do inéculo contendo 1x10°
UFC/mL de Clostridium perfringens e ficaram incubadas em temperatura ambiente por
24h. Apos esse periodo, todas as amostras, exceto as amostras controle, receberam o
tratamento com o produto quimico a base de formaldeido e acidos organicos através de
um equipamento trazido pela empresa e especifico para homogeneizacao denominado

Labmixer, a uma concentracdo de 6Kg/t, e foram novamente incubadas por 24 horas.
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Em seguida, foram realizadas as contagens microbiolégicas em dois periodos distintos,
24 horas e 5 dias apds a realizacdo do tratamento. A metodologia utilizada para
contagem de Clostridium perfringens foi a mesma ja descrita anteriormente.

4.4 Analise Estatistica

Os dados foram analisados pelo Departamento de Ciéncias Exatas da
FCAV/UNESP. O tratamento estatistico descritivo foi feito mediante freqiiéncia simples
e percentagens. Para a analise entre as variaveis independentes foi utilizado o
programa SAS, versao 6.12, aplicando-se o Teste do Qui-Quadrado, com nivel de

significancia de 1%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 180 amostras de farinhas analisadas quanto a presenca de Salmonella spp.,
41 (22,8%) apresentaram resultado positivo, sendo que das 60 amostras de FV, 8
(13,3%) foram positivas; das 60 amostras de FSP, 5 (8,3%) foram positivas e das 60
amostras de FCO, 28 (47,7%) apresentaram resultado positivo em relacao a presenca
de Salmonella spp., como mostra a Tabela 1.

Uma investigagédo feita na Alemanha sobre a contaminacdo de ragdes e seus
ingredientes, mostrou que 10% de todas as amostras analisadas estavam
contaminadas por Salmonella spp. (VAHL, 2008). Esses resultados sao inferiores aos
obtidos neste trabalho, em que 22,8% apresentaram o microrganismo.

Santos et al. (2000) analisando farinhas de origem animal em Lavras, Minas
Gerais, observaram que 90% das amostras estavam contaminadas por Salmonella e
concluiram que a matéria prima é a principal fonte de veiculacdo do patégeno para as
racdes. Essa ocorréncia, apesar de superior a descrita neste estudo, evidencia que o
namero de amostras fora dos padrdes aceitos pela legislacao ainda é elevado (BRASIL,
2008).

Zanotto (2007) em Santa Catarina, em estudo com FCO e flotado industrial (Fl),
que é a fase organica ja separada do efluente de abatedouro e que pode ser utilizado
na fabricacdo das FOA, descreve que nao foi detectada a contaminacao por Salmonella
spp. em qualquer amostra analisada. Este resultado contrasta aos encontrados neste
trabalho, em que todos os tipos de farinhas testadas apresentaram presenca do
microrganismo. Tais resultados evidenciam que dados envolvendo estudo com
Salmonella spp. em farinhas de origem animal podem variar consideravelmente.

Segundo Anon (2007), em um monitoramento realizado pela industria de racoes
da Unidao Européia, foi observado que as farinhas de origem animal apresentavam
contaminacao pelo microrganismo Salmonella. Em 2005 foram encontrados 14,9% de
positividade, entretanto, em 2006 houve uma reducéo para 8,3%.

Essa queda na contaminacdo pode ser explicada pelo fato de que, sendo

Salmonella um microrganismo potencialmente patogénico de importancia na industria
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alimenticia, principalmente em produtos avicolas, tem-se estimulado a busca de meios
para reduzir Salmonella spp. antes do abate, através da alimentacao animal, pois a
reducdo das taxas de infeccdo pré-abate resulta em aumento na seguranca dos
produtos finais, conforme afirmam Funk et al. (2001).

Calixto et al. (2002) em estudo com 120 amostras de farinhas de origem animal
em Goiania, identificaram 25 positivas para Salmonella spp. Os autores ressaltam que a
utilizacdo de farinhas de origem animal como fonte de proteina na racao de frangos é
viavel, entretanto, afirmam que a producao desses subprodutos deve ser rigorosamente
monitorada.

Resultados como estes reforcam a necessidade de maiores cuidados na
producdo de ingredientes que sao incorporados a alimentagcdo animal. O risco de
contaminacao existe tanto para os manipuladores desses produtos, quanto para os
consumidores, pois segundo Calixto et al. (2002), a contaminacdo dos animais por
Salmonella spp. pode chegar a carne e aos ovos. Tais fatos tornam estes produtos um

risco potencial a saude publica

Tabela 1. Niimero de amostras positivas para presenca de Clostridium perfringens e Salmonella
spp. de farinhas de carne e ossos (FCO), farinhas de sangue e penas (FSP) e farinhas de visceras (FV).

Tipo de farinhas C. perfringens (%) Salmonella spp. (%)
FCO 22 (36,7) 28 (47,7)
FSP 33 (55) 5(8,3)
FV 16 (26,6) 8 (13,3)
Total 71 (39,4) 41 (22,8)

Qui-quadrado C. perfringens = 10,3734 GL=2 p=0,00561
Qui-quadrado Salmonella spp.= 29,6263 GL=2 p<0,0001
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Das 180 amostras de farinhas analisadas, 71 (39,4%) apresentaram resultado
positivo para presenca de Clostridium perfringens, sendo que das 60 amostras de FV,
16 (26,6%) foram positivas; das 60 amostras de FSP, 33 (55%) foram positivas e das 60
amostras de FCO, 22 (36,7%) apresentaram resultado positivo em relacao a presenca
de Clostridium perfringens (Tabela 1).

Zanotto (2007), em Santa Catarina, analisando farinha de carne e ossos e flotado
industrial (FI), detectou a presenca de C. perfringens em todas as amostras de Fl.
Entretanto, quando o FI foi incorporado a FCO e a mistura processada termicamente
em digestor, a contaminacgao por Clostridium perfringens deixou de existir.

Embora o autor afirme que a queda na ocorréncia seja em decorréncia do
processo de cocgdo, este resultado é diferente do encontrado no presente estudo, no
qual os trés tipos de farinhas analisados apresentaram C. perfringens. Esse fato pode
ser explicado de duas formas, o microrganismo pode ter resistido ao tratamento
térmico, que segundo Garcia et al. (2001), é a caracteristica mais importante do C.
perfringens relativa a seguranca alimentar. Ou ainda, podem ter ocorrido falhas durante
0 processamento.

Para reduzir possiveis falhas no processamento de produtos alimenticios e suas
matérias primas, um dos pontos fundamentais é obedecer o binémio tempo x
temperatura durante o tratamento térmico e evitar a formacado de biofilmes nos
equipamentos, através de sua correta higienizacdo, como afirmam Rossi Junior et
al.(2006)

Schocken-lturrino et al. (2010) analisando racdes para aves no interior do estado
de Séo Paulo, encontraram 42% de positividade nas amostras em relagcdo a presenca
de C. perfringens. Este resultado assemelha-se ao encontrado no presente estudo, em
que 39,4% do total de amostras analisadas apresentaram resultado positivo (Figura 3).
Os autores relatam que a freqiiéncia elevada pode estar associada a falta de higiene
geral na manipulagdo e armazenamento dos mesmos.

Segundo Berchieri Junior & Macari (2000), andlises microbiolégicas realizadas

em farinha de origem animal utilizadas em ragdes, tém demonstrado diversos niveis de
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contaminacao por C. perfringens. Os autores atribuem a presenca do microrganismo as
faltas de cuidados higiénicos durante o seu processamento.

Pri6 et al (2001) em estudo realizado na Espanha, analisaram a relagcao entre a
contaminacao por Clostridium perfringens presente em farinhas e na racao final. Os
resultados apontaram a presenca do microrganismo tanto na farinha quanto na ragao,
entretanto os autores nao observaram correlagao entre a incidéncia de contaminacao
nos produtos analisados, concluindo que a contaminacdo pode estar difundida em

muitos materiais devido a sua caracteristica de formar esporos.

60 -

50 A

30 -
B C. perfringens

porcentagens
(%)

20 - W Salmonella spp.

10 -

FCO FSP FV Total
tipos de farinha

Figura 3. Resultados de amostras positivas para presenca de Salmonella spp. e C.
perfringens nos trés tipos de farinhas analisados.

A sorotipagem das amostras positivas de Salmonella spp. realizada pela Fundacao
Oswaldo Cruz mostrou que das 41 cepas isoladas, 44% foram reconhecidas como
Salmonella Montevideo, 22% como Salmonella Senftenberg, 20% Salmonella Infantis,
12% Salmonella Cerro e 2% Salmonella Typhimurium, como ilustra a Figura 4.
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W S. typhimurium
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5. montevideo

Figura 4. Porcentagem de sorovares de Salmonella identificados através da tipificagdo

Hofer et al. (1998) trabalharam com tipificacdo de Salmonella spp. isoladas de
matérias-primas e racgdes isoladas em diferentes regides do Brasil durante doze anos
consecutivos. Das 2293 cepas, dez sorovares foram mais frequentemente
reconhecidos, sendo pela ordem, S. Montevideo, S. Senftenberg, S. Havana, S.
Mbandaka, S. Tennessee, S. Infantis, S. Agona, S. Anatum, S. Cerro e S. Bredeney.
Estes resultados assemelham-se com os obtidos no presente estudo, uma vez que a
maior ocorréncia também foi de S. Montevideo (44%) e S. Senftenberg (22%).

No Reino Unido, Corry et al. (2002) analisaram duas empresas durante quatro
anos de pesquisa e acompanharam a prevaléncia de sorovares de Salmonella durante
todas as etapas do sistema de producgao avicola. Os autores afirmam que 55,4% dos
sorovares de amostras isoladas de carcacgas ja processadas no abatedouro das aves
sdo idénticas aos isolados obtidos na fabrica de racbes. Dentre eles estavam os
seguintes sorovares S. Agona, S. Enteritidis, S. Kedougou, S. Mbandaka, S.
Montevideo, S. Senftenberg, S. Typhimurium

Trés, dos sete sorovares tipificados no Reino Unido foram também isolados no
presente estudo, mostrando que as fabricas de alimentos podem sim ser fontes de
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contaminacao por Salmonella em carcacgas ja processadas em abatedouros, conforme
Corry et al. (2002) comprovaram.

Em trabalho semelhante Shirota et al (2001), no Japao, verificaram que 58,5%
dos sorotipos isolados em ovos comerciais foram idénticos aos isolados observados na
racado. Estes resultados confirmam que a boa qualidade microbiol6égica do alimento dos
animais é fundamental para e saude dos consumidores de produtos avicolas.

Segundo Santos (2003), identificar precisamente uma amostra é o ponto chave
para o sucesso das investigacdes epidemioldgicas, uma vez que a exata caracterizacao
do agente € fundamental para relacionar a salmonelose em humanos e sua presenca
em aves ou produtos de origem avicola, visando prevenir surtos e erradicar suas
origens.

A presenca da Salmonella Typhimurium identificada neste trabalho chama
atencao pelo fato deste sorovar estar diretamente ligado a contaminacbées de seres
humanos veiculadas por produtos avicolas, tornando-os um risco a saude publica
(CORTEZ, 2006).

Segundo Warris-Versteegen & Van Vliet citados por Vahl (2008), Salmonella
Typhimurium ainda é responsavel por cerca de um terco das infec¢des por salmonelas
nos seres humanos.

De um total de 180 amostras analisadas neste trabalho em relacdao a
presenca de Salmonella spp., 22,8% encontraram-se fora dos padrdes regidos pela
legislacédo (Figura 3), que estabelece auséncia do microrganismo em 25 g do produto
(BRASIL, 2008). Sabendo-se que o frango pode ser um reservatério deste
microrganismo, o beneficiamento das farinhas de origem animal ocorreu de forma
inadequada, sendo necessario um maior rigor no controle do processamento.

A legislacdo que estabelecia limites para contagens de Clostridium perfringens
em subprodutos de origem animal (BRASIL, 2003) foi revogada e, a Normativa vigente
sequer cita o microrganismo (BRASIL, 2008). Isso pode ter ocorrido pelo fato de que
este seja um patégeno esporulado, resistente e de dificil controle. Entretanto, uma vez
que sua presenca foi observada com valores tao significativos, e sabendo-se que sua



30

contaminacao é indesejada, trabalhos envolvendo a inibicao de Clostridium perfringens
tornam-se importantes e, acima de tudo, necessarios.

O produto a base de formaldeido e acidos organicos mostrou-se eficiente em
relacdo a diminuigdo da contaminacao por Clostridium perfringens. Como observado na
Tabela 2, as amostras controle em ambas as farinhas apresentaram uma contagem
com variacdo entre 2,3x10° a 5,3x10° UFC/g em 24h de incubacdo. Ja as amostras
tratadas FCO e FSP ndo apresentaram desenvolvimento bacteriano, com exce¢éao das

amostras FV, que apresentaram uma variacdo de zero a 2,6x10* UFC/g.

Tabela 2. Populacdo de Clostridium perfringens em amotras de farinhas de origem animal tratadas com
formaldeido e 4cidos organicos e amostras controle apds 24 horas de incubacio.

Amostra Controle UFC/g Tratada UFC/g
1 FCO 3,1x10° FCO 0
2 FCO 5,1x10° FCO 0
3 FCO 5,4x10° FCO 0
4 FCO 4,3x10° FCO 0
5 FSP 3,3x10° FSP 0
6 FSP 6,3x10° FSP 0
7 FSP 3,6x10° FSP 0
8 FSP 2,3x10° FSP 0
9 FV 2,3x10° FV 0
10 FV 3,6x10° FV 1,9x10*
11 FV 5,3x10° FV 2x10*
12 FV 3,7x10° FV 2,6x10*
FCO Farinha de Carne e Ossos

FSP Farinha de Sangue e Penas
FV Farinha de Visceras
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A presenca do microrganismo apdés 24 horas em um dos tipos de farinha
analisadas pode ser explicado pelo fato de que a eficiéncia dos agentes quimicos no
controle de contaminantes depende do contato do organismo com o produto, que pode
variar com a dose aplicada e com o tempo de exposicao ao produto (LONGO et al.,
2010). E, segundo Arts et al. (2006), o formaldeido é o agente quimico menos provavel
de ser inativado pela matéria organica, porém, requer varias horas para atingir o seu
pleno efeito.

Entretanto, se for levado em consideracdo que, dos trés tipos de farinha
analisados, em apenas um deles o produto nao foi capaz de eliminar 100% o patégeno,
o0 motivo pode ser devido a textura das amostras. Dos trés tipos de farinhas, somente a
FV apresentava grumos compactados, enquanto FCO e FSP eram fareladas. Esta
caracteristica pode ter dificultado a penetragcdo do produto, pois segundo Bellaver
(2002), a granulometria e a textura das farinhas de origem animal influenciam
diretamente a qualidade microbioldgica das mesmas.

Apbs cinco dias de incubacdo, as amostras controle em ambas as farinhas
apresentaram uma contagem com variacdo de 2,1x10° a 2,2x10° UFC/g. Em
contrapartida, todas as amostras dos trés tipos de farinhas tratadas apresentaram
quedas acentuadas na presenca, sendo observada a auséncia total de crescimento
microbiano, como observado na Tabela 3.
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Tabela 3. Populacdo de Clostridium perfringens em amostras de farinhas de origem animal tratadas com
formaldeido e 4cidos organicos e amostras controle apds 5 dias de incubacao

Amostra Controle UFC/g Tratada UFC/g
1 FCO 2,7x10° FCO 0
2 FCO 2,1x10° FCO 0
3 FCO 2,3x10° FCO 0
4 FCO 5,3x10° FCO 0
5 FSP 2,3x10° FSP 0
6 FSP 5,4x10° FSP 0
7 FSP 4,4x10° FSP 0
8 FSP 7,3x10° FSP 0
9 FV 6,4x10° FV 0
10 FV 4,8x10° FV 0
11 FV 3,7x10° FV 0
12 FV 2,2x10° FV 0
FCO Farinha de Carne e Ossos

FSP Farinha de Sangue e Penas
FV Farinha de Visceras

Em um estudo com um produto a base de formaldeido e acido propibnico,
Richardson citado por Longo (2010), observou que sua utilizacdo a uma concentracao
de 2 Kg/t foi eficiente na reducao da contaminacdo por células vegetativas de
Clostridium sp em racoes fareladas. Os niveis avaliados dessa combinacao reduziram,
mas nao foram suficientes para eliminar a contaminagdo em sua forma esporulada.

Estes resultados divergem dos encontrados no presente estudo, em que houve
completa eliminagdo do patdgeno esporulado, evidenciando que produto quimico a
base de formaldeido e acidos organicos quando utilizados na matéria prima, a
concentracdo de 6 Kg/t é mais eficiente que se utilizados na ragdo a uma menor
concentragao.

Esse fato pode ser explicado de duas maneiras. A primeira € que, a uma maior
concentracdo, obviamente as chances das células bacterianas resistirem é menor.

Concentragdo esta que nao é permitida em ragdes, somente em suas matérias primas
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(ANITOX, 1998). Outro fato é que, com a aplicacao do produto diretamente na matéria
prima, e ndo nas ragdes, 0 processo de coccao existente durante o processamento ja
reduz os contaminantes, aumentando a integracao bactéria-produto e garantindo maior
eficacia (WALES, 2010).

Na revisdo realizada ndo foram encontrados outros trabalhos envolvendo o
estudo de produtos quimicos na inibicdo do crescimento de Clostridium perfringens.
Assim, optou-se por discutir os resultados encontrados com autores que analisaram
produtos quimicos no controle do crescimento de Salmonella, bem como tratamento
térmico na inibicdo de Clostridium perfringens.

Rezende et al. (2008) trabalharam com avaliagdo da eficiéncia de diferentes
concentragcdes de Aacido acético em reduzir Salmonella Enteritidis e Salmonella
Typhimurium de ragdes. Os resultados mostraram que nenhuma das concentracoes de
acido testadas foram capaz de reduzir os sorovares analisados. Barnhart et al. (1999)
mencionaram um modelo in vitro de utilizacao de formaldeido em racado para consumo
animal e o0s resultados encontrados apontaram uma redugdo significativa de
Salmonella.

Resultados como os de Rezende et al. (2008) e de Barnhart et al. (1999) sao
diferentes dos obtidos no presente trabalho, em que houve a eliminacdo total do
microrganismo analisado. Isso salienta a importancia de associagdes entre dois ou mais
produtos quimicos para garantia da eficiéncia em relacao a eliminagdo de patégenos,
(LONGO et al., 2010), bem como reducao de problemas com volatilidade, corroséo e
palatabilidade (WALES, 2010).

Segundo Carrigue-Mas et al. (2007), produtos a base de formaldeido associados
a outros agentes quimicos tém apresentado resultados satisfatérios para
descontaminacao de ragdes que foram inoculadas artificialmente com Salmonella.

Mazutti et al. (2010) avaliaram dois métodos de esterilizagdo de farinhas de
origem animal. Um processo em escala piloto, com equipamento de 150 kg de
capacidade, e outro em escala industrial, com equipamento de 3.000 kg de capacidade,
ambos com injecdo de vapor saturado. Em relacdo a eliminacdo de Clostridium
perfringens, o processo em escala piloto foi ineficiente, apresentando contagens de até
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6,0 x 10> UFC/mL, e o processo em escala industrial reduziu, mas ndo eliminou o
microrganismo, que apresentou contagens de até 9,8 x 10" UFC/mL. Esse resultado
mostra que o tratamento térmico é menos eficiente quando comparado ao tratamento
quimico utilizado no presente estudo, em que foi observada a eliminacao total do

patdégeno..

O efeito da tolerancia a temperaturas sobre os aspectos de segurancga alimentar
animal e humana sao fundamentais, pois aplicacées de tratamentos térmicos podem
nao ser eficientes no controle de patégenos esporulados (Garcia et al.,, 2001),
evidenciando que a utilizacdo de outros meios para inibicdo do crescimento de
Clostridium perfringens, como tratamentos quimicos, devem ser levados em
consideracao.

Uma vez que a qualidade microbioldgica de subprodutos de origem animal & um
fator preponderante para utilizagdo destes em racoes, a fiscalizacdo € um ponto chave.
Entretanto, existe um descaso na legislacdo em relacdo a presenca de Clostridium
perfringens em produtos de origem animal. Como sugestdo, seria interessante a re-
elaboracdo de Normativas incluindo padrées para este microrganismo, pois sua
presenca € indesejavel e, a partir de agora, comprovadamente, existem produtos

capazes de inibir seu desenvolvimento.
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6. CONCLUSOES

Nas condicdes em que o trabalho foi realizado, pode-se concluir que:

- Foi detectada a presenca de Salmonela spp. em valores significativos, evidenciando
gue tais amostras estao fora dos padrdes aceitos pela legislacao;

- Especialmente pela presenga de S. tythimurium nas amostras analisadas, as farinhas
de origem animal podem ser consideradas um risco potencial a saude publica;

- Foi encontrada a presenca de C. perfringens, demonstrando assim uma deficiéncia

durante processamento dos produtos;

- Tais resultados evidenciam que o tratamento térmico aplicado foi ineficiente ou houve

uma recontaminacao do produto;

- A producao de farinhas de origem animal é um sub-setor que necessita de aportes
tecnoldgicos ;

- O produto quimico a base de formaldeido e acidos orgéanicos foi eficiente para eliminar
o C. perfringens

- A existéncia e comprovacao de produto quimico capaz de controlar o patégeno é um

grande avancgo para a avicultura.
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