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AVALIAGAO MICROBIOLOGICA DE CARCAGAS CONGELADAS DE PERUS
ADQUIRIDAS NO COMERCIO VAREJISTA

RESUMO - Com o objetivo de avaliar as condigdes higiénicas e sanitarias de
carcagas congeladas de perus, temperadas, foram colhidas 63 amostras no
comércio varejista da regido nordeste do Estado de S&o Paulo, levadas ao
Laboratério de Analise de Alimentos de Origem Animal e Agua, Campus de
Jaboticabal, SP, e submetidas a determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de
coliformes totais, coliformes termotolerantes e Escherichia coli, a quantificacido de
microrganismos heterotroficos mesdfilos, psicrotroficos, Staphylococcus spp.,
Staphylococcus coagulase positivo e Staphylococcus aureus, e também a pesquisa
e tipificacdo de bactérias do género Salmonella, bem como identificar, in vitro, os
antimicrobianos mais eficazes contra os microrganismos isolados. Todas as 63
amostras analisadas mostraram-se de acordo com os padrdes microbiologicos
estabelecidos na RDC 12/2001 da ANVISA, com limite de 10*NMP/g para populagao
de coliformes termotolerantes. Em nenhuma das 63 amostras analisadas foi
identificado  Staphylococcus aureus e também ndo foram encontrados
microrganismos do género Salmonella. Os resultados atribuem condigdes higiénicas
e sanitarias satisfatérias as carcagcas congeladas de peru, temperadas,
comercializadas no varejo da regidao nordeste do Estado de S&o Paulo. Entretanto,
cuidados devem ser tomados pelo consumidor no sentido de garantir que os
produtos ndo sejam expostos a temperaturas acima da refrigeragdo que permitam a
multiplicagdo dos microrganismos presentes, especialmente dos Staphylococcus
coagulase positivo, que apesar de ndo serem estabelecidos limites populacionais
para estes microrganismos na legislacdo vigente para este produto, se
apresentaram em populagdes moderadamente elevadas, constituindo risco caso
sejam mantidos em condicdes de refrigeracao inadequadas.

Palavras-chave: Coliformes termotolerantes, Refrigeracdo, Salmonella spp.,
Staphylococcus coagulase positivo
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MICROBIOLOGICAL EVALUATION OF FROZEN TURKEY CARCASSES
ACQUIRED IN THE RETAIL

ABSTRACT - This research aims to evaluate the hygienic and sanitary
conditions of frozen carcasses of turkeys, temperated, 63 samples were taken at
retail in the northeastern region of S&o Paulo, brought to the Food Analysis
Laboratory of Animal Origin and Water, Jaboticabal, SP, and the samples were
submitted to different determinations: populations of mesophilic aerobic bacteria and
psychotropics, Staphylococcus spp., coagulase positive Staphylococcus and
Staphylococcus aureus enumeration, Most Probable Number (MPN) of total
coliforms, thermotolerant coliforms and Escherichia coli, as well as to research and
typing bacteria of the genus Salmonella, and identify, in vitro, the most effective
antibiotics against the isolated microorganisms. All 63 samples were found according
to the microbiological standards established in the RDC 12/2001 ANVISA, on limit
10*NMP/g for thermotolerant coliform population. In the 63 samples were not
identified Staphylococcus aureus and also microorganisms of the genus Salmonella.
The results gave satisfactory sanitary conditions to frozen carcasses of turkey,
temperated, sold in outlets in the northeastern region of Sdo Paulo. However, cares
must be taken by the consumers to ensure that the products are not exposed to
temperatures above refrigeration that allow the multiplication of microorganisms,
especially Staphylococcus coagulase positive, although there isn’t population limits
for these microorganisms in the current legislation for this product, presented at
moderately high populations, constituting a risk if they are kept in conditions of
inadequate cooling.

Keywords: Thermotolerant coliforms, Refrigeration, Salmonella spp., coagulase
positive Staphylococci



1. INTRODUCAO

Dados publicados pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA) apontam o Brasil como terceiro produtor mundial de carne de perus em
2013, atras de Estados Unidos e Unido Européia (UE), e o segundo exportador, com
volume aproximado de 175 mil toneladas (USDA, 2013).

Apesar da cadeia de producdo da carne de perus crescer em ritmo
consideravel na ultima década no pais, e ser possivel encontrar uma gama de seus
produtos nas gbéndolas de lojas especializadas durante todo o ano, as carcagas
congeladas de perus mesmo sendo comercializadas ja temperadas e de grande
praticidade de preparo, continuam a ser um produto de demanda sazonal, ligada
principalmente as festividades de fim de ano.

Isso n&o as caracteriza, porém, como produto de baixo risco a Saude Publica.
Por se tratar de alimentos prontos para serem levados ao forno, estes produtos
necessitam de atencao especial em zelar para que os riscos envolvendo patégenos
causadores de doengas transmitidas por alimentos (DTAs), sejam os minimos
possiveis.

Neste sentido analisar a presenca de bactérias patogénicas ou deteriorantes,
torna-se ferramenta importante no monitoramento e controle da distribuicdo destes
na cadeia produtiva, inclusive no elo final desta com o consumidor, o comércio
varejista, permitindo assim avaliar as boas praticas de producdo e armazenamento,
fornecendo ainda, subsidios para que medidas adequadas sejam adotadas para
assegurar a saude do consumidor.

A RDC n° 12/2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
estabelece o limite para presenca de coliformes termotolerantes de 10*“NMP/g em
‘carnes cruas preparadas de aves, refrigeradas ou congeladas, temperadas”,
reforcando a necessidade de constante vigilancia das a¢des de controle sanitario,
visando a protegdo a saude da populacdo e a regulamentagcdo dos padrdes
microbioldgicos para alimentos (BRASIL, 2001).



Ha grande escassez de pesquisas nacionais em nivel de produto final da
carne de perus. Pesquisas realizadas em paises desenvolvidos demonstram, porém,
o envolvimento destes produtos em surtos de DTAs.

Diante disso, € importante a realizagao de estudos acerca das condigdes e
qualidade higiénico-sanitaria das carcagas congeladas de perus comercializadas em

varejo, suas implicagdes e os riscos que estas possam ocasionar a Saude Publica.



2. REVISAO DE LITERATURA

A avicultura brasileira responde por quase 1,5% do Produto Interno Bruto
(PIB), empregando mais de 3,6 milhdes de pessoas, direta e indiretamente
(UBABEF, [2013a7]).

Em 2012 foram produzidos no pais mais de 442 mil toneladas de carne de
peru, sendo 81% comercializadas “in natura”. Os estados de Santa Catarina, Parana
e Minas Gerais foram, respectivamente, os maiores produtores (27%, 24,71% e
17,64%) e exportadores desta carne (43 mil, 41 mil e 32 mil toneladas), sendo 60%
do total destinada ao mercado interno (UBABEF, 2013Db).

A produgcdo de perus tem ganhado importancia principalmente pela
representacdo econdmica desta exploragdao para o comercio brasileiro. Estando em
continua expansdo no mercado nacional e internacional, principalmente na Unido
Europeia, Angola e Chile, é previsto um aumento de 3% na produgao para o ano de
2014, o que representaria cerca de 535 mil toneladas. Espera-se ainda um
acréscimo de 20% no volume total de exportagéo, alcangando 180.000 toneladas,
mesmo tendo quadruplicado nos ultimos cinco anos (USDA, 2013).

Um dos fatores que garantem a permanéncia das industrias alimenticias no
mercado sdo o0s bons registros de seguranga de seus produtos. Isso gera uma
constante pressdo em manter a reputagao frente aos meios de comunicacao, pois
situagdes adversas podem acarretar grandes prejuizos ou até mesmo comprometer
anos investidos na conquista de consumidores (FORSYTHE, 2002).

A segurancga alimentar é definida no Codex Alimentarius como “garantia de
que os alimentos n&o apresentam perigo para o consumidor quando sao preparados
e/ou consumidos de acordo com o uso para o qual foram destinados” (WHO, 2002).

Neste sentido, € necessaria atencéo especial para assegurar que a qualidade
microbiolégica da carne de aves perdure até a mesa do consumidor (FORSYTHE,
2002; CARDOSO et al., 2005). Evitar a contaminag&o microbiana de produtos desta



natureza € um grande desafio, por ocasido da propria tecnologia de abate, que
possui inumeras possibilidades de contaminagao, seja a partir das superficies de
equipamentos, das maos e vestuarios de funcionarios envolvidos no processo, ou
ainda pela agua utilizada para lavagem das carcacas (ASLAM et al., 2004).

Ao avaliar o impacto ocasionado pela perda de confiangca do consumidor,
Corlett (1998) descreveu que para cada cliente insatisfeito que reclame, outros 26
mantém-se em siléncio. O consumidor insatisfeito informa seu problema para entre 8
e 16 pessoas, e 10% destas comentam com mais 20 pessoas. Dos insatisfeitos,
91% nunca mais comprardo o produto que gerou o desagrado. Neste caso, se o
consumidor insatisfeito informar o episédio a 8 pessoas, perde-se 208
consumidores. O autor calcula ainda que o custo para atrair um novo consumidor é
cinco vezes maior que para manter um.

A producao e distribuicdo de alimentos pelas empresas multinacionais e a
progressiva abertura do mercado, embora impulsionem o comércio internacional,
oferecem novos riscos para a transmissdo de doencas veiculadas por alimentos
(KAFERSTEIN; MORTAJEMI; BETTCHER, 1997).

Diversas fases da producédo sido passiveis de contaminagcdo das carcacas,
representando um agravante para a industria avicola e de processamento de carne,
uma vez que o patdégeno transferido para as carcacas torna-se fator de risco para a
saude publica (REZENDE et al., 2005).

Maquinas em mau estado de conservacdo ou pouco higienizadas,
manipuladores de baixo nivel técnico ou pouco capacitados, utensilios contaminados
e agua nao tratada, constituem riscos a saude publica, ja que a maioria dos
contaminantes microbianos prolifera rapidamente caso haja condicbes favoraveis,
principalmente de temperatura e atmosfera gasosa, podendo provocar deterioragao
no produto final e, conforme o microrganismo, acarretar riscos a saude do
consumidor. Durante o processo industrial, contaminantes podem ser eliminados por
tratamento térmico, mas isto ndo ocorre quando o produto é comercializado “in
natura” (GERMANO; GERMANO, 2003).

Para diminuir ou deter a deterioragao ocasionada por microrganismos, faz-se
uso da conservacgao pelo frio, pois a reducao da temperatura atribui maior vida util a
carne (BEN et al., 1999; JOUKI et al., 2012). O congelamento, porém, nao destroi



completamente a microbiota presente no produto, havendo apenas reducdo do
numero de células viaveis durante o armazenamento (GALARZ; FONSECA;
PRENTICE-HERNANDEZ, 2010; YAMMAMOTO; HARRIS, 2001;
SARANTOPOULOS; OLIVEIRA; CANAVESI, 2001).

O processamento bem conduzido mantém baixos niveis de contaminagao
microbiana, uma vez que a qualidade final dependera da extensdo da
contaminagao/recontaminacao das espécies bacterianas presentes e da temperatura
de armazenamento (REINDERS et al., 2001).

Varios estagios da cadeia de frio apresentam-se como pontos fracos da
cadeia de produtos pereciveis, como veiculos de transporte, pontos de transferéncia
ou salas de estocagem. Ha ainda etapas como o transporte e distribuicado final dos
produtos que fogem ao controle direto da industria e frequentemente desviam das
especificacées. Pontos de comércio varejistas nem sempre conseguem manter
adequada a cadeia de frio, o que acarreta aumento dos riscos microbiolégicos para
produtos carneos (VANDENDRIESSCHE, 2008).

Também deve ser dada importancia ao controle de temperatura durante o
armazenamento domeéstico até o momento da preparagéo e consumo (NYCHAS et
al., 2008; PATTRON, 2006). O processo de descongelamento € muito mais lento do
que o congelamento e menos uniforme, sendo mais dificil de ser realizado com
segurancga, expondo determinadas areas da carne a condigdes de temperatura
favoraveis ao desenvolvimento microbiano (PHAN, 2004; LEYGONIE et al., 2012).

Nesse sentido, identificar os motivos que levam a sobrevivéncia e
multiplicagdo de microrganismos no produto final € fundamental para a adocao de
medidas que previnam novas ocorréncias (TODD; GUZEWICH; BRYAN, 1997) e
conscientizar o consumidor sobre os riscos envolvidos.

Um dos fatores de vital importancia para definir a qualidade de um alimento,
sao suas caracteristicas microbiolégicas. No caso da carne, esta avaliagdo baseia-
se em parametros higiénico-sanitarios, que permitem uma analise global da matéria-
prima, da higiene e limpeza durante o processo, além da provavel vida util do
produto final. Estes parametros ja tém relagcdo direta com a presenca de
contaminantes microbianos potencialmente patogénicos, sendo estes estabelecidos
por legislagcao (BRASIL, 2001).



Utilizados para avaliar a qualidade microbiologica de alimentos, os
microrganismos indicadores apontam possiveis contaminag¢des de origem fecal, com
a provavel presenca de patdgenos ou deterioragdo do alimento, além de indicios
relevantes sobre as condigdes higiénicas e sanitarias durante a produgido, o
processamento e o armazenamento (FRANCO; LANDGRAF, 2003; JAY, 2005).

De acordo com Silva Junior (2002), os principais grupos de microrganismos
indicadores sao: psicrotréficos, mesofilos, termdfilos, bactérias anaerdbias,
indicadores de contaminagao fecal, que incluem coliformes totais, coliformes
termotolerantes, Escherichia coli, familia Enterobacteriaceae, enterococos e
Clostridium perfringens; ainda sao indicadores Staphylococcus aureus, bactérias
mesdfilas produtoras de esporos, clostridios sulfito redutores, bolores e leveduras,
microrganismos haldfilos, proteoliticos, lipoliticos e osmofilicos. Franco e Landgraf
(2003) acrescentam ainda que esses microrganismos fornecem informacdes sobre
as condigbes higiénicas e sanitarias do produto analisado, no que se refere a
contaminagao de origem fecal, presencga de patégenos ou deterioragdo potencial do
alimento.

No historico da utilizagdo dos indicadores de seguranga, assumiu-se que 0s
patdogenos de interesse eram provenientes de fontes intestinais, resultado de uma
contaminagao fecal de origem direta ou indireta. Deste modo, indicadores sanitarios
foram utilizados para detectar contaminacao fecal de aguas e a possivel presenca
de patégenos intestinais. O primeiro indicador fecal foi a E. coli. Quando o conceito
de indicadores fecais foi aplicado aos alimentos, alguns critérios adicionais foram
salientados, e aqueles sugeridos por Buttiaux e Mossel (1961) ainda continuam
validos. Seguindo a pratica de empregar a E. coli como indicador de contaminagao
fecal de aguas, outros microrganismos foram sugeridos com 0 mesmo propdsito.
Com o tempo, muitos deles foram aplicados em alimentos (JAY, 2005).

O grupo dos coliformes totais € representado de forma geral por quatro
géneros da familia Enterobacteriaceae: Citrobacter, Enterobacter, Escherichia e
Klebsiella. Inclui bacilos Gram-negativos, nao formadores de esporos, fermentadores
de lactose e produtores de gas quando incubados a temperaturas entre 35° e 37°C
por 48 horas. Sao utilizados para avaliar as condi¢des higiénicas, e altas populacdes

denotam contaminagdo poés-processamento, limpeza e sanitizacdo inadequadas,



aléem de tratamentos térmicos pouco eficientes ou multiplicacdo durante o
processamento ou estocagem. Envolve cerca de 20 espécies, incluindo bactérias do
trato gastrointestinal do ser humano e outros animais homeotérmicos, e também
espécies nao entéricas (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

Além de serem encontrados nas fezes, também estdo presentes no solo.
Desta forma, a presenca de coliformes totais nos alimentos ndo indica, de fato,
contaminagao de origem fecal ou microrganismos enteropatogénicos. Para tanto, a
pesquisa de coliformes termotolerantes e de Escherichia coli fornece informacéao
mais segura das condi¢des sanitarias e melhor evidenciam a provavel presencga de
enteropatogenos (APHA, 2001).

O grupo dos coliformes termotolerantes € um subgrupo dos coliformes totais,
restrito aqueles fermentadores de lactose em 24 horas a temperatura entre 44,5° e
45,5°C, com producdo de gas. Associa-se sua presenga em alimentos a
contaminagdo de origem fecal, que evidencia condi¢gdes higiénicas e sanitarias
insatisfatorias, tendo em vista que a populagédo deste grupo € constituida por uma
alta proporgédo de E. coli (FRANCO; LANDGRAF, 2003), um bastonete Gram-
negativo, ndo esporulado, oxidase negativa, mével por flagelos peritriquios ou nao-
movel, anaerdbio facultativo capaz de fermentar a glicose e a lactose produzindo
acido e gases. Compobe naturalmente a microbiota intestinal, e é considerada a mais
conhecida e mais facilmente diferenciada dos membros nao fecais (LEITE;
FRANCO, 2006).

Isolada e estudada por Dr. Theodor Escherich, durante tentativa de isolar o
agente etiolégico da cdlera, foi inicialmente denominada Bacterium coli commune
por sua presenga nas diarréias de todos os pacientes examinados. Hoje chamada
de E. coli, foi sugerida como indicador de poluicdo fecal por Schardinger, por ser
isolada e identificada mais facilmente que outros patégenos presentes na agua. Em
1895, T. Smith, sugeriu um método para se mensurar a potabilidade da agua, que
ficou entdo conhecido como o inicio do uso dos coliformes como indicadores de
patdbgenos na &agua, sendo estendida posteriormente aos alimentos. Embora
também possa ser introduzida nos produtos alimenticios a partir de fontes néo fecais
€ o melhor indicador de contaminacao fecal conhecido, principalmente, por sua

relagdo com a presenga de outros enteropatégenos, como a Salmonella spp. (JAY,



2005). Sabe-se que E. coli podem produzir toxinas que levam ao desenvolvimento
de enfermidades em humanos e em animais (DOMINGUE et al., 2003).

Carcagas de perus tém sido comercializadas no mercado nacional
principalmente na forma de carcagas congeladas temperadas. Alguns condimentos
utilizados principalmente como temperos e agentes flavorizantes possuem atividade
antimicrobiana (BURT, 2004; SALAN, 2004; ANKRI; MIRELMAN, 1999; BAUTISTA
et al., 1997; SHELEF 1983; ZAIKA; KISSINGER, 1983).

De acordo com a RDC n° 12/2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), para “carnes cruas preparadas de aves, refrigeradas ou congeladas,
temperadas”, o limite para presenca de coliformes termotolerantes na amostra
indicativa é de 10*°NMP/g (quando obtido por metodologia do nimero mais provavel).
A regulamentacdo dos padrdées microbiolégicos dos alimentos destinados ao
consumo humano é indispensavel para a avaliagcdo das Boas Praticas de Producao
de Alimentos e Prestacdo de Servicos, da aplicacdo do Sistema de Analise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) e da qualidade microbiologica dos
produtos alimenticios, incluindo a elucidacdo de Doencas Transmitidas por
Alimentos (DTA). O descumprimento aos termos desta Resolugédo constitui infragdo
sanitaria, sujeitando os infratores as penalidades da Lei n°® 6.437, de 20 de agosto de
1977, e demais disposicoes aplicaveis (BRASIL, 2001).

O envolvimento de bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae em
DTAs, geralmente associa-se a saneamento deficiente, asseio inadequado de
pessoal e por contaminagéo cruzada das superficies de trabalho e utensilios (BOPP
et al., 2003).

O grupo dos microrganismos heterotroficos meséfilos €& formado por
microrganismos aerobios ou facultativos e se multiplicam preferencialmente em
temperatura préoxima a 37°C (JAY, 2005). A maior parte dos microrganismos
encontrados nas aves ainda vivas sao aerdébios mesdfilos (CARDOSO et al., 2005).
Altas populagdes deste grupo em alimentos indicam higiene insuficiente na produgao
e condigdes inapropriadas de tempo e temperatura durante a produgdo ou
conservagao (SILVA, 2010a; ICMSF, 2000), propiciando condi¢cdes favoraveis a
multiplicagdo microbiana, inclusive dos patogénicos, podendo ainda haver toxinas
resultantes do metabolismo microbiano, caracterizando-os como risco (APHA, 2001).



Os microrganismos psicrofilos se desenvolvem em temperaturas abaixo de
20°C. Contudo, aqueles que sao capazes de se desenvolver entre 0° e 7°C, séo
classificados como psicrotréficos (JAY, 2000). Os psicrotréficos sdo um grupo de
microrganismos mesofilos cuja temperatura étima de desenvolvimento se encontra
em torno de 25°C, muitos deles sdo proteoliticos e lipoliticos (SILVA, 2010a). Podem
multiplicar-se, mesmo que lentamente, em temperaturas iguais ou inferiores a 0°C e
geralmente sao responsaveis por grande parte das deterioragdes, comprometendo a
vida util dos produtos dependendo da forma de conservagdo € o numero de
microrganismos presentes (VIEIRA; TEIXEIRA, 1997).

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcaceae, sao bactérias
Gram positivas, imodveis, apresentam metabolismo respiratério e fermentativo,
atuando sobre os carboidratos com produgdo de acidos, sendo aerobios ou
anaerobios facultativos (JAY, 2005). Sdo microrganismos mesofilos que se
multiplicam em temperaturas entre 7° e 48°C, com um 6timo em torno de 30° e 37°C
(JABLONSKI; BOHACH, 1997). Sao resistentes ao congelamento e sobrevivem a
temperaturas iguais ou inferiores a - 20°C, entretanto sdo prontamente destruidos
pela cocgao (HALPINDOHNALEK & MARTH, 1989).

Sao tolerantes a concentracbes de cloreto de sédio em torno de 15% e
produzem enterotoxinas em concentracoes de até 10% (SANTANA, 2010).
Multiplicam-se melhor na faixa de pH 4,5 a 9,3, com pH 6timo entre 6 e 7 para
producao de toxinas (BERGDOLL, 1989) e produzem enterotoxinas entre 10° e 46°C
(FRANCO; LANDGRAF, 2003).

Em condi¢cbes aerdbias, possuem capacidade de se multiplicar em ampla
faixa de atividade de agua (0,83 a 0,99). A produgao de enterotoxinas & possivel a
partir de uma atividade de agua de 0,86, sendo a étima 0,99 (BENNETT, 1992).
Esse microrganismo é considerado um agente de importancia, pelo grande potencial
como causador de intoxicagcbes, devido a ingestdo de enterotoxinas pré-formadas
nos alimentos durante a multiplicagdo bacteriana (BREWER, 1991; DINGES;
ORWIN; SCHLIEVERT, 2000; ZECCONI; HAHN, 2001).

As enterotoxinas sdo proteinas simples de baixo peso molecular, ricas em
aminoacidos como a lisina, acido aspartico, acido glutamico, tirosina, entre outros. A

maioria possui cisteina, a qual acredita-se ser responsavel pela atividade emética.
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Sao resistentes a enzimas proteoliticas como a tripsina e a pepsina, que permite sua
passagem pelo trato gastrointestinal. Sdo extremamente resistentes ao calor, nao
sendo inativadas inclusive quando submetidas a processos de esterilizacdo de
alguns enlatados ou radiagdo ionizante e nao ionizante, aumentando sua
importancia na industria de alimentos e para a saude publica (WONG; BERGDOLL,
2002).

Os primeiros relatos acerca das enterotoxinas datam de 1930, descritos por
Dack et al. apdés a investigacdo de um surto ocorrido nos Estados Unidos,
envolvendo 11 pessoas apds ingestdo de bolo recheado com creme, das quais nove
apresentaram quadros severos com vomitos, célicas e diarréia grave. Os autores
atribuiram a causa a uma substancia toxica produzida pelos estafilococos. Nas duas
décadas seguintes varios estudos foram conduzidos para determinar a natureza
deste agente tdxico, contudo, varias divergéncias ocorreram entre os autores ao fato
de se tratar de um carboidrato ou uma proteina. Apenas em 1973 Bergdoll et al.
descreveram os diferentes tipos de toxinas, mais precisamente, como sendo 5 tipos
distintos, denominados como enterotoxinas A; B; C1; C2; C3; D e E (BERGDOLL et
al., 1973). Hoje varios grupos de enterotoxinas com diferentes caracteristicas sao
reconhecidas, sendo a maioria dos surtos provocados pelas A e D (JAY, 2005).

A producdo da enzima coagulase é uma das provas mais utilizadas para se
correlacionar a cepa isolada a produgcdo de enterotoxina, entretanto essa relagao
entre a produgdo da coagulase e a produgdo de enterotoxina ndo € absoluta
(WONG; BERGDOLL, 2002). Ja foi relatada a produgdo de enterotoxinas por
espécies de estafilococos negativos na prova de produgao da coagulase e apesar de
geralmente haver o envolvimento de S. aureus nos surtos de intoxicagao alimentar,
outras espécies coagulase positivos, como S. intermedius e S. hyicus também se
incluem (ZOLI; NEGRETE; OLIVEIRA, 2002).

Geralmente, os alimentos envolvidos em intoxicagcbes estafilocdcicas sao
ricos em proteina, sofrem aquecimento durante o processamento, e sdo deixados
em temperatura inadequada por muito tempo (GENIGEORGIS, 1989). As espécies
de maior importancia em alimentos sdo S. hyicus, S. chromogenes, S. intermedius e
ainda S. aureus, a mais associada a intoxicagdes, envolvida em 98% dos surtos de
DTAs envolvendo este género (SANTANA et al., 2010; SU; WONG, 1997).
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Staphylococcus aureus € uma bactéria patogénica cuja enfermidade
resultante de seu envolvimento com os alimentos € classificada pelo ICMSF no
grupo de risco lll, que inclui doengas de perigo e risco moderado (SILVA, 2010a).

A gastrenterite estafilococica se da apds a ingestdao de alimentos contendo
um ou mais tipos de enterotoxinas, e tanto o periodo de incubacédo da intoxicacao
como a severidade dos sintomas dependem da quantidade de toxina ingerida e da
sensibilidade do individuo. Os principais sintomas sdo compostos por nauseas,
vémitos, caibras abdominais e diarréia, podendo apresentar quadros febris quando
ha ingestdo de grandes quantidades de toxina. O periodo de incubagao € variavel,
podendo decorrer entre 15 minutos e 8 horas, sendo em média de 2 a 4 horas
(WELKER et al. 2000; ZOLI; NEGRETE; OLIVEIRA, 2002; LOIR, Y. L.; BARON, F.;
GAUTIR, M.; 2003).

O S. aureus esta presente na pele, boca e fossas nasais do ser humano, a
partir dos quais pode facilmente alcangar o alimento que manipula (MURRAY et al.,
2000). Um alto percentual de pessoas sadias sao portadoras de S. aureus, cerca de
mais de 50% da populagédo humana (BERGDOLL, 1989). Vanzo e Azevedo (2003)
avaliaram amostras de fossas nasais, boca e maos, de 67 manipuladores de
alimentos em Ribeirdo Preto-SP, e verificaram que 28 (41,8%) deles eram
portadores de S. aureus, uma taxa considerada relativamente alta, sendo um
possivel elo de infecgao cruzada e/ou contaminagao de alimentos.

Sua presenga em alimentos remete a condigbes inadequadas de higiene apos
o0 processamento, em decorréncia de manipulacido inadequada, ou limpeza e
sanitizacao inapropriada dos equipamentos e utensilios (CUNHA NETO; SILVA;
STAMFORD, 2002; SIQUEIRA, 1995).

Martins et al. (2003) destacam que a temperatura de refrigeracéo é eficaz no
controle populacional de microrganismos deste grupo. Dessa forma, para prevenir a
intoxicacao estafilococica, é importante além de manter a saude dos manipuladores,
manter os alimentos sob refrigeracao, pois desta forma impede-se a multiplicagcao
bacteriana em demasia e consequentemente a producao de enterotoxinas, evitando
os surtos de intoxicagao.

Entre 1969 e 1990 no Reino Unido ocorreram 359 surtos de intoxicagao

alimentar estafilococica. As carnes de aves foram responsaveis por 22% dos
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incidentes, a maioria atribuidos a frango cozido resfriado e em nove casos a carne
de peru.

Em 1997 o S. aureus foi identificado como o agente etiologico em 569 de
1142 casos de intoxicagdes registrados na Frangca (ROSEC & GIGAUD, 2002).

Ja na Italia, em estudos realizados entre 2000 e 2002, verificou-se a presenca
de estafilococos coagulase-positiva em produtos de origem animal comercializados
em supermercados, constatou-se que das 293 amostras de produtos carneos
analisados, 48% apresentavam o agente (NORMANNO et al., 2005).

Seguindo uma tendéncia mundial, os consumidores brasileiros também tém
mostrado preocupacao frente os riscos decorrentes das DTAs (GOMES, 2003).

Os dados referentes a surtos de doencas transmitidas por alimentos no Brasil
sdo escassos, a maior parte dos relatos ocorreram nas regides Sul e Sudeste, as
areas mais povoadas do pais, principalmente por apresentarem sistemas de
vigilancia mais estruturados. Entretanto entre 2000 a 2011, 8.663 surtos de doencas
transmitidas por alimentos foram registrados, afetando 163.425 pessoas e causando
112 mortes (Brasil, 2011).

Welker et al. (2000) ao investigarem 104 surtos ocorridos no Estado do Rio
Grande do Sul em 2006 e 2007, observaram que Staphylococcus coagulase positivo
estava envolvido em 28% dos casos, sendo os produtos carneos responsaveis por
36% deles, dos quais 30% a carne de frango.

Em estudo realizado por Silva et al. (2010) entre 2005 e 2008 na regiao de
Ribeirdao Preto, SP, o Staphylococcus aureus foi o agente etiolégico mais
frequentemente envolvido em DTAs. Do total de 116 amostras de alimentos, em 13
(11,2%) foram isolados microrganismos potencialmente patogénicos e os produtos
carneos apresentaram maior envolvimento.

Outro patégeno de fundamental importancia para a industria alimentar e para
a saude publica pelo fato de também representar um dos principais parametros para
a determinacdo dos padrdes microbioldgicos dos alimentos sdo as bactérias do
género Salmonella (VON RUCKERT et al., 2009).

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae. Sao bacilos
curtos, Gram-negativos, ndo esporulados. Geralmente sdo moveis com flagelos

peritriquios, exceto S. Pullorum e S. Gallinarum que sao iméveis. Sua multiplicacao é
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otimizada a temperatura de 37°C, porém também se multiplicam em temperaturas
até 42°C, caracteristica muito utilizada para reduzir a multiplicagcdo de bactérias
concorrentes, principalmente em amostras fecais (WALTMAN, 2000).

Quanto aos aspectos bioquimicos, sdo intracelulares facultativas, aerébias ou
anaerdbias facultativas (KAUFMANN; RAUPACH; FINLAY, 2001), catabolizam D-
glicose ou outros carboidratos, com exceg¢do de lactose e sacarose, produzindo
acido e gas. Sao catalase positiva e oxidase negativa como todos os membros da
familia. Utilizam o citrato como fonte de carbono, reduzem nitrato a nitrito e podem
produzir acido sulfidrico. Nao fermentam malonato, ndo hidrolisam a uréia e nao
produzem indol. Sdo conhecidos mais de 2500 sorotipos de Salmonella,
classificados de acordo com antigenos somaticos e flagelares, conforme o esquema
de Kauffman-White. Alguns sorotipos podem infectar as aves, causando ou nao o
paratifo aviario e podem ainda estarem associados com casos de DTAs
(BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009).

Os sorotipos podem ser subdivididos em biotipos e fagotipos. A biotipagem
analisa os diferentes padrbes de fermentacdo de acgucares e assimilacdo de
aminoacidos entre cepas de um mesmo sorovar. O método de fagotipagem é
baseado na diferenca de susceptibilidade das cepas a uma série de bacteridfagos
(DUNKLEY et al., 2009).

Sua estrutura antigénica apresenta trés tipos de antigenos: somatico (O),
composto de lipopolissacarideos da parede celular, termorresistentes; flagelar (H)
constituido de proteinas dos flagelos peritriqueos, termolabeis; e capsular (Vi),
encontrado somente em S. Typhi, S. Dublin e S. Hirchfeldii (BARROW; HUGGINS;
LOVELL, 1994).

As bactérias do género Salmonella causam nas aves o tifo aviario e a
pulorose, cujos respectivos agentes etioldgicos sdao S. Gallinarum e S. Pullorum, ou
entdo, o paratifo aviario ocasionado por diversos sorotipos (JUNGHERR, 1940). A S.
Pullorum, considerada agente de enfermidade de aves jovens devido a transmissao
vertical, ocasiona enfermidade sistémica de carater agudo ou crbnico, podendo
resultar em alta mortalidade (BECHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009). S.

Gallinarum ocasiona doenca septicémica aguda ou crénica, sendo mais comumente
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observada em aves adultas. O tifo aviario possui caracteristicas de septicemia e
toxemia, com alta morbidade e mortalidade (SHIVAPRASAD, 2003).

Muitos sorovares de salmonela foram isolados de aves com ou sem
apresentacao de quadro clinico do paratifo aviario, sendo o mais comum S.
Typhimurium, mas outros, entre eles S. Enteritidis, S. Agona, S. Infantis, S. Hadar, S.
Senftenberg e S. Heidelberg, também foram identificados (BERCHIERI JUNIOR,
2000).

O sistema intensivo de criacdo adotado na avicultura industrial tende a
favorecer a entrada dessas bactérias nos plantéis, bem como permitir sua
instalagdo, permanéncia e disseminacdo (BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO,
2009). As fontes de infeccdo de perus por Salmonella spp. s&o numerosas e
semelhantes as dos frangos (POPPE, 2000) e a contaminagdo das carcagas €
possivel em diversas fases da producdo, por ser encontrada nas penas, pele, pés e
no trato digestivo das aves vivas, podendo contaminar a carne durante o processo
de abate, evisceracado e escaldagem (KNOBL et al., 2000), além do risco de ocorrer
contaminagao cruzada durante o transporte dos perus (ARSENAULT et al., 2007). A
contaminagdo da carne € encontrada principalmente onde ha pouca higiene de
abate (ISERI; EROL, 2010; KHAITSA; KEGODE; DOETKOTT, 2007; TRAMPEL et
al., 2000).

Em fungao da sua implicagdo na Saude Publica, e sabendo que a inocuidade
dos produtos de origem animal € uma exigéncia nacional e internacional (SILVA,
1998), a prevengao da transmissdo de Salmonella spp., por meio dos produtos de
origem animal, tornou-se prioridade para o setor avicola (OLIVEIRA; SILVA, 2000).

O Ministério da Agricultura, da Pecuaria e do Abastecimento (MAPA)
estabeleceu por meio da Instrugdo Normativa n°. 70 (BRASIL, 2003), o plano
denominado “Programa de redugao de patdégenos - Monitoramento microbioldgico e
controle de Salmonella spp. em carcagas de frangos e perus”, com o objetivo de
realizar um constante monitoramento dos niveis de contaminagdo por este
microrganismo em estabelecimentos de abate de aves. O plano atribuiu maior
controle sobre o processo de abate visando atender as exigéncias de segurancga
alimentar, pautado nos principios de Boas Praticas de Fabricagdo (BPF),
Procedimento Padr&o de Higiene Operacional (PPHO) e na APPCC.
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O programa determina um agrupamento de analises que sdo realizadas em
ciclos, estabelecendo um limite critico de no maximo 12 analises positivas para
Salmonella spp. em 51 amostras que compdem cada ciclo. Caso violado o limite
critico o Departamento de Inspecdao de Produtos de Origem Animal (DIPOA)
determina agdes restritivas junto ao estabelecimento produtor. Nesse sentido, o
Programa assume importante papel por determinar a prevaléncia deste patégeno em
carcagas de perus, bem como obter dados que possibilitem orientar estudos e
estabelecer procedimentos regulatorios visando o controle sistematico desta bactéria
no abate e processamento das carcacas de aves em estabelecimentos sob Inspecao
Federal, contribuindo dessa forma para a reducio dos riscos de que estas carcacas
contaminadas cheguem a mesa do consumidor (BRASIL, 2003).

As DTAs ocasionadas por Salmonella spp. podem provocar uma série de
sintomas incluindo gastroenterite, febre, dor abdominal, nausea, vémito, diarréia e
dor de cabeca. Geralmente o quadro é limitado, mas pode ocorrer casos graves em
idosos, criangas ou individuos imunologicamente comprometidos (FOLEY; LYNNE,
2008). Entre os agentes de DTAs, o género Salmonella € um dos principais
determinantes de casos mortais, decorrente das complicagbes surgidas entre os
pacientes afetados. A taxa de mortalidade situa-se ao redor de 4,1% e a carne de
aves esta incluida entre os alimentos que, comumente, mais transmitem a salmonela
ao homem. Cerca de 5% das pessoas que sofrem salmonelose, tornam-se
portadoras assintomaticas, por um tempo consideravel, passando entdo, a exercer
um importante papel na disseminagao do agente, especialmente se participarem da
cadeia de comercializagcado e produgao de alimentos (JAY, 2000).

Historicamente S. Typhimurium era o agente mais comum associado as
DTAs, contudo tem-se observado nas ultimas décadas aumento da frequéncia de S.
Enteritidis (BRADEN, 2006; FERNANDES et al., 2006). Este aumento foi verificado
em 1993, associado a ocorréncia de surtos de DTAs além da ocorréncia de cepas
resistentes aos agentes antimicrobianos (TAVECHIO et al., 1996).

Dados epidemioldgicos divulgados em estudos recentes estimam que mais de
9 milhdes de pessoas sofra alguma DTA nos EUA a cada ano. Tomando por base
surtos ocorridos entre 1998 e 2008 os produtos carneos de aves foram responsaveis
por 22% das hospitalizagdes e 29% das mortes resultantes destas (PAINTER 2013).
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Estando envolvida em quase 20.000 hospitalizagdes por ano, dentre estas,
aproximadamente 380 mortes (SCALLAN et al., 2011), a salmonelose desponta
como uma das principais DTAs de origem bacteriana (FOLEY; LYNNE, 2008).

Mais de 90.000 casos de salmonelose humana foram confirmados na Unido
Européia pelo Sistema Europeu de Vigilancia em 2010 (EFSA, 2012). Considerando
que a maioria dos quadros gastroentéricos no ser humano desenvolve-se sem que
haja hospitalizacdo e sem que ocorra o isolamento do agente causal, a ocorréncia
das salmoneloses transmitidas por alimentos pode estar subestimada (FORSYTHE,
2002), pois a subnotificacdo dos servicos de vigilancia epidemiolégica € uma
realidade mundial (SHINOHARA et al., 2008).

Vale ponderar que no Brasil, a ocorréncia de DTAs provocadas por salmonela
seja relevante devido as deficiéncias de saneamento basico e as mas condigcbes
higiénicas e sanitarias do ambiente onde vive grande parte da populacéo, aliadas ao
precario controle de qualidade de algumas industrias alimenticias (FUZIHARA,
FERNANDES; FRANCO, 2000).

No comércio brasileiro de carnes as carcagas de aves podem ser encontradas
nas formas resfriadas e congeladas. O resfriamento nao inviabiliza a presenga de
salmonelas. Contudo, quando se trata de congelamento, espera-se que haja
reducao ou auséncia de células bacterianas viaveis (SANTOS et al., 2000). Porém,
Coelho et al. (1984) mostraram que houve sobrevivéncia da salmonela em amostras
de carne bovina moida, armazenadas durante 90 dias a temperaturas de 0°C e -
18°C.

Costa et al. (1996) em estudo realizado na cidade de Jaboticabal, interior de
Sao Paulo, verificaram a presenca de Salmonella spp. em 10,5% de 105 carcacas
de frangos analisadas, provenientes de abatedouros com e sem controle higiénico
sanitario.

Em trabalho experimental desenvolvido por Santos et al. (2000) com o
objetivo de investigar a presenca de salmonela em 150 carcacas de frango
congeladas obtidas no varejo da cidade de Jaboticabal, verificaram que o percentual
de positividade foi de 32%, sendo S. Enteritidis o sorovar mais encontrado, na ordem

de 60,4% das amostras positivas, seguido de S. Schwarzengrund (8,3%), S. Agona
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e S. Poona (6,2%), S. Hadar e S. Mbandaka (4,2%), S. Anatum, S. Havana, S.
Montevideo, S. Ouakan, S. | 4,5, 12:- (2,1%).

Tessari et al. (2008), analisaram 116 amostras de carcagas de frango
congeladas por meio do método convencional de cultivo, e constataram a presenca
de Salmonella spp. em 1,7% das amostras analisadas e ainda S. Enteritidis em
0,8%, totalizando 2,5%.

No estudo de Reiter et al. (2007) foi avaliada a prevaléncia de salmonela em
cortes de frango em um abatedouro do sul do pais. Os autores isolaram Salmonella
spp. em 16,7% das amostras de asas congeladas e 13,3% das amostras de coxas
congeladas.

Estes estudos demonstram que deve ser dada a devida atengdo mesmo as
carcagas congeladas por conta da possibilidade de também veicularem a Salmonella
spp. Mondini e Gasparini (1964) ja afirmavam que o comércio internacional de carne
de peru congelada também pode ser um perigo.

Contudo, em nosso pais sdo escassos os estudos que envolvam a carne de
peru quanto a pesquisa de Salmonella spp., permitindo questionamentos quanto a
seguranga microbiolégica destes produtos. Em contrapartida, ha relatos de
contaminagao deste tipo de produto em estudos conduzidos nos EUA e na UE.
Bryan et al. (1988) relatam que nos Estados Unidos e na Gra-Bretanha a carne de
peru € responsavel por duas vezes mais casos de salmonelose que a carne de
frango.

Synnott et al. (1998) relataram um surto ocorrido em 1996 em Stafford, norte
da Inglaterra. Os autores isolaram S. Agona em amostras de carne de peru pré-
cozidas oferecidas no comércio.

Em estudo conduzido entre 2004 e 2005, em Ancara, capital da Turquia, por
meio de cultura convencional foi isolada Salmonella spp. em 110 (45,8%) das 240
amostras analisadas de carne de peru moida comercializadas (ISERI; EROL, 2010).

Khaitsa, Kegode e Doetkott (2007) investigaram a ocorréncia de Salmonella
spp. em carne de peru oferecidas em diferentes pontos de venda no oeste dos EUA.
Foram analisadas um total de 959 amostras, sendo 345 de carne crua e 614 prontas
para serem consumidas. Das amostras analisadas, apresentaram contaminacao por

Salmonella spp. 4,1% das de carne crua, e 1,1% daquelas prontas para consumo.
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A salmonelose torna-se um problema ainda maior pelo fato de muitas cepas
apresentarem resisténcia a varios agentes antimicrobianos. O uso indiscriminado ou
incorreto de antibidticos na medicina humana, na veterinaria e na agricultura, tem
contribuido muito para o aumento de resisténcia dos microrganismos a esses
agentes (WHO, 2000).

Apesar do controle de residuos de antimicrobianos em produtos de origem
animal, ainda é possivel encontrar microrganismos resistentes, provavelmente
devido a administragdo equivocada realizada em propriedades de exploracéao
zootécnica, por pessoas com pouca orientagao sobre a correta administracdo destes
(BRASIL, 1999). A exposigdo de microrganismos a doses subletais de
antimicrobianos resulta no desenvolvimento de cepas com a resisténcia aumentada
para estes antimicrobianos. Por esta razdo, é importante que investigagbes sejam
conduzidas quanto ao comportamento das bactérias frente aos antimicrobianos
(COSTA et al.,, 2002). O acompanhamento das tendéncias de resisténcia é
importante para intervir de forma adequada (EFSA, 2008).

Santos et al. (2000) identificaram 11 sorotipos em 150 carcacas de frango
congeladas comercializadas no municipio de Jaboticabal, SP. O antibiograma dos
isolados mostrou 100% de resisténcia a ampicilina, 75,0% a cefalotina, 52,1% a
cefoxitina, 22,9% a tobramicina, 6,2% a polimixina B e a tetraciclina, 4,2% a
gentamicina e 2,1% a netilmicina, ao aztreonam e a amicacina.

Em estudo realizado por Iseri e Erol (2010) Salmonella spp. foram isoladas
em 110 de 240 amostras de carne de peru moida. Dos 110 isolados, 54 (49,0%)
mostraram-se resistentes a antimicrobianos. Dentre os resultados observados,
apresentaram maior resisténcia ao acido nalidixico (25,4%), seguido da
estreptomicina (17,2%) e tetraciclina (15,4%). Foi observado ainda 9,9% dos
isolados com multipla resisténcia a quatro ou mais antimicrobianos e 1,8% a pelo
menos dois.

Khaitsa, Kegode e Doetkott (2007), ao avaliarem o padrao de resisténcia a
antimicrobianos por Salmonella spp. encontradas em carnes de perus oferecidas em
diferentes pontos de venda no oeste dos EUA, verificaram ao todo 6 sorotipos
diferentes, S. Hadar, S. Heidelberg, S. Typhimurium var. Copenhague, S. Newport,

S. Saintpaul e S. Agona; que foram testados frente a 15 antimicrobianos usados no
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tratamento humano. Foi observada resisténcia a tetraciclina (76%), seguida por
sulfisoxazol (43%), cloranfenicol (38%) e ampicilina (38%). Todos os isolados
testados foram sensiveis a amicacina, ciprofloxacina, ceftriaxone, gentamicina e
acido nalidixico.

A European Food Safety Authority (EFSA) é tida como o alicerce da UE na
avaliacdo de riscos referentes a seguranga alimentar humana e animal. Criada em
Janeiro de 2002 como parte de um programa para melhoria da seguranga alimentar,
ap6s uma série de casos de DTAs no final da década de 90, funciona como 6rgao
de comunicagdo sobre os riscos existentes e emergentes, além de orientagdo
cientifica. Percebendo a importancia de acompanhar a ocorréncia de resisténcia
antimicrobiana de isolados obtidos de alimentos e animais, 2010 foi o primeiro ano
em que a EFSA incluiu em seu relatério dados quantitativos referentes aos niveis de
resisténcia de Salmonella spp. aos antimicrobianos alcangados a partir de isolados
de perus. Dados registrados em 9 dos 25 paises que compdem a UE,
demonstraram que o nivel de resisténcia da Salmonella spp. a ampicilina,
sulfonamidas e tetraciclinas foi de, 51%, 64% e 75%, respectivamente. Salmonella
Typhimurium foi analisado apenas na Franga e Alemanha, contudo ambos
declararam niveis extremamente elevados de resisténcia a estes antimicrobianos,
com niveis de 90% a ampicilina, 100% as sulfonamidas e 90% as tetraciclinas na
Franca e 77%, 77%, e 73%, respectivamente, na Alemanha. Notou-se ainda, que os
niveis de resisténcia registrados sdo mais elevados em isolados de perus em
comparagao com os de frangos (EFSA, 2010).

Estudos conduzidos nos EUA pelo Sistema Nacional de Monitoramento de
Resisténcia Antimicrobiana (NARMS), programa de colaboragéo entre os Centros de
Controle e Prevengao de Doencgas (CDC), Centro de Administragdo de Alimentos e
Medicamentos de Medicina Veterinaria (FDA-CVM) e do Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA), com o intuito de monitorar a resisténcia
antimicrobiana de bactérias entéricas envolvidas em surtos de DTAs, analisaram
amostras isoladas de humanos pelo CDC, produtos carneos do FDA-CVM
comercializados no varejo, e ainda, de animais destinados a produgéo pelo Servigo

de Pesquisa Agricola USDA. Observou-se que 4,1% dos isolados de perus eram
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resistentes a amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina, ceftiofur, cloranfenicol,
estreptomicina, tetraciclina e sulfametoxazol (FDA, 2010).

Pesquisas realizadas em paises desenvolvidos ja tém demonstrado o
envolvimento da carne de perus nos surtos de DTAs e que a resisténcia aos
antimicrobianos também €& uma preocupacido pertinente. Tendo em vista as
consideragdes apresentadas e ainda a escassez de pesquisas que envolvam os
produtos derivados da produgéo de perus, as implicagdes e os riscos que as DTAs
proporcionam a Saude Publica, considera-se importante e necessaria a realizagao
de estudos que abordem as caracteristicas deste segmento quanto as condigbes e
qualidade higiénico-sanitaria dos produtos comercializados, além de acompanhar e
registrar o comportamento de cepas que por ventura venham a ser isoladas. Deste
modo, o presente estudo contribui para enriquecer a pesquisa nacional neste ambito
e estimula que novos pesquisadores também busquem contribuir acerca dos

produtos finais oriundos da cadeia produtiva de perus.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar as caracteristicas higiénicas e sanitarias de carcagas congeladas de
perus, temperadas, adquiridas no comércio varejista, tendo como parametro a RDC
n°12 de 2 de janeiro de 2001.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Quantificar microrganismos heterotroficos meséfilos e psicrotroficos em
carcacgas de perus congeladas, adquiridas em diferentes pontos comerciais.

Determinar o numero mais provavel de coliformes totais, coliformes
termotolerantes e Escherichia coli.

Quantificar Staphylococcus spp., Staphylococcus coagulase positivo e
Staphylococcus aureus.

Pesquisar, isolar e tipificar Salmonella spp.

Identificar, in vitro, os antimicrobianos mais eficazes contra Salmonella isolada

e tipificada.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. PLANO AMOSTRAL

Foram adquiridas entre Outubro de 2012 e Novembro de 2013 um total de 63
amostras de carcacas congeladas de peru, temperadas, de trés marcas diferentes
amplamente comercializadas, sendo 21 amostras de cada marca, denominadas aqui
como A, B e C, todas processadas sob fiscalizagdo federal. Foram adquiridas em
sete pontos comerciais, sendo cinco deles varejistas e dois atacadistas da regido
nordeste do estado de S&o Paulo.

As amostras foram colhidas em sua embalagem original, acondicionadas em
caixa de isopor com gelo e levadas ao Laboratério de Andlise de Alimentos de
Origem Animal e Agua, do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinaria da Universidade Estadual Paulista —
Campus de Jaboticabal, SP, onde foram mantidas a temperatura de congelamento,
a fim de manter a mesma condicdo do produto oferecido nos ponto de coleta.

Procurou-se colher as amostras sempre no mesmo horario.

4.1.1. DESCRIGAO DAS AMOSTRAS

As carcagas sao comercializadas inteiras, congeladas, com peso medio de 4
kg. Ja temperadas, constituem-se de grande praticidade de preparo, por estarem
prontas para ser levadas direto ao forno, inclusive contendo termémetro indicador.

O tempero das carcagas € composto basicamente de agua, sal, proteina de
soja, agucares, especiarias naturais (incluindo pimenta, alho, cebola, dentre outros),
realcador de sabor glutamato monossoédico, estabilizantes como o polifostato de

sodio, bem como o antioxidante eritorbato de sdédio.
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4.2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As carcagas foram descongeladas em temperatura de refrigeragao por 48
horas. Assepticamente depois de pesadas, foram retiradas de sua embalagem
original e transferidas para sacos de polietileno esterilizados. Foram adicionados 800
mL de agua peptonada 0,1% tamponada pH 7,2, independente do peso da carcaga,
e procedeu-se o processo de enxaguadura agitando o saco e massageando a
amostra contida no mesmo por 2 minutos.

A proporcdo de diluente utilizado foi diferente de 1:1 (peso de amostra:
volume de diluente), sendo assim calculou-se quantos gramas de amostra
correspondiam a 1mL de lavado (igual ao peso da amostra lavada divido por 800,
volume de diluente), para permitir a conversao do numero de UFC/mL para UFC/g
de amostra. O volume de lavado foi considerado como a primeira diluicdo (10°).
Posteriormente foram preparadas as demais diluicdes decimais seriadas para o
restante das analises.

Para a determinacdo do numero mais provavel (NMP) de coliformes totais por
grama; NMP de coliformes termotolerantes e Escherichia coli por grama; contagem
padrdao de microrganismos heterotréficos aerdbios ou facultativos, mesodfilos e
psicrotréficos viaveis; pesquisa de Salmonella spp., e ainda, contagem de
Staphylococcus spp., Staphylococcus coagulase positivo e de Staphylococcus
aureus a metodologia foi baseada nas técnicas descritas por American Public Health
Association (APHA, 2001).

4.2.1. DETERMINAGAO DO NUMERO MAIS PROVAVEL (NMP) DE COLIFORMES
TOTAIS/GRAMA

4.2.1.1. TESTE PRESUNTIVO

A partir das diluicbes seriadas inoculou-se 1 mL, respectivamente, trés tubos
de caldo lauril sulfato triptose com tubo de Durham invertido, que permaneceram
incubados a 35°C por 24 horas. Foram considerados positivos aqueles que

revelaram desenvolvimento bacteriano e producdo de gas, evidenciado pelo
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acumulo de gas no tubo de Durham. Em caso negativo, o tubo era reincubado até

completar 48 horas.

4.2.1.2. TESTE CONFIRMATORIO

Dos tubos considerados positivos, no teste presuntivo, com auxilio de uma
alca de niquel-cromo, foi transferida uma algada de cada cultura para tubos
correspondentes contendo tubo de Durham invertido e caldo lactosado verde
brilhante — bile a 2%. A incubacdo se deu a 35°C por 24 a 48 horas. Foram
considerados positivos os tubos que apresentaram desenvolvimento bacteriano e
producao de gas. O resultado final foi obtido comparando-se os numeros de tubos
positivos com os dados da tabela de Hoskins, considerando sempre trés diluicbes

consecutivas a partir da maior diluicdo com trés tubos positivos.

4.2.2. DETERMINACAO DO NMP DE COLIFORMES TERMOTOLERANTES E
Escherichia coli POR GRAMA

4.2.2.1. COLIFORMES TERMOTOLERANTES

Dos tubos de caldo lauril sulfato triptose considerados positivos, foram
transferidas uma algcada de cada cultura para tubos correspondentes de caldo
Escherichia coli (Caldo EC) com tubo de Durham invertido. Estes foram incubados
em banho-maria a 45,5 + 0,2°C por 24 horas e os tubos que apresentaram
desenvolvimento bacteriano e produgdo de gas, foram considerados positivos.

Posteriormente o NMP por grama foi calculado com o auxilio da tabela de Hoskins.

4.2.2.2. Escherichia coli

A partir de cada tubo contendo caldo EC que apresentaram resultados
positivos para coliformes termotolerantes, estriou-se uma algada em placas de agar
eosina azul de metileno (EMB) que permaneceram incubadas a 35°C por 24 horas.

Apds a incubacao, quando houve o desenvolvimento de colbénias tipicas de E. coli
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(de cor negra, chata, seca e com brilho metalico) trés a cinco delas foram
transferidas para agar nutriente inclinado, que foi incubado a 35°C por 24 horas.
Apoés incubagao, foram preparadas laminas coradas pelo método de Gram,
para verificar a morfologia bacteriana. Constatada a presenca de bacilos Gram-
negativos, em cultura pura, semeou-se os meios teste para provas bioquimicas
(IMVIiC) para identificagdo; producdo de indol (I), de Vermelho de Metila (VM), de
Voges-Proskauer (VP) e de aproveitamento de citrato (C). Na realizacdo destas

provas foi adotada a metodologia descrita por MacFADDIN (1976).

4.2.3. CONTAGEM PADRAO DE MICRORGANISMOS HETEROTROFICOS
AEROBIOS OU FACULTATIVOS, MESOFILOS E PSICROTROFICOS

Para estas determinagbes utilizou-se o método “pour plate”. Foram
depositados 1mL de cada diluicdo no fundo de placas de Petri esterilizadas, em
duplicatas, distribuidas em duas séries. Em seguida, foram adicionados 15 a 20 mL
de agar padrao para contagem, fundido e resfriado a temperatura de
aproximadamente 45°C. Procedeu-se com a mistura do inoculo com o meio
movimentando suavemente as placas em “forma de oito”. A solidificacdo do agar se
deu em temperatura ambiente. Uma série de placas foi incubada a 37°C por 48
horas, para a contagem de mesoéfilos e outra a 7°C por 10 dias em incubadora
B.O.D., para a contagem de psicrotréficos.

As contagens foram realizadas em contador de colbnias, seguindo a técnica
padrao, em placas sem espalhamento e preferencialmente com 25 a 250 col6nias. A
média aritmética do niumero de colbnias contadas nas placas, multiplicado pelo fator
de diluicdo correspondente, fornecem o numero de microrganismos mesofilos e

psicrotréficos por grama da amostra analisada.

4.2.4. CONTAGEM DE Staphylococcus spp., Staphylococcus COAGULASE
POSITIVO E DE Staphylococcus aureus

Inoculou-se 0,1 mL das diluicdes de 10° 10" e 10 em placas contendo agar
Baird-Parker. Apds, o inoculo foi distribuido por toda a superficie do meio utilizando
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um bastdo de vidro em forma de “L” esterilizado das placas de maior para as de
menor diluicdo até que o liquido fosse absorvido. Em seguida, as placas foram
incubadas a 35°C por 24 a 48 horas. Apds a incubagao foram selecionadas as
placas com 20 a 200 colbnias que se apresentassem negras, brilhantes, com zona
de precipitacao e circundadas ou ndo por halo claro.

Das colénias com estas caracteristicas, trés a cinco foram semeadas em
tubos de agar nutriente inclinado e incubadas a 35°C por 24 horas. Posteriormente
foram preparadas laminas e coradas pelo método de Gram. As culturas em forma de
cocos Gram-positivos agrupadas em forma de cachos de uva, seguiram para a
prova de catalase para confirmar o género. Aquelas positivas foram submetidas a
prova de coagulase livre com plasma de coelho citratado. A populagcdo de
Staphylococcus coagulase positivo foi obtida com base no resultado desta prova,
sendo proporcional ao numero de colénias contadas em placa.

Averiguou-se a presenca de Staphylococcus aureus, por meio das provas de
fermentacdo do manitol em anaerobiose, e producédo de acetoina (VP), de acordo

com metodologia descrita por Mac Faddin (1976).

4.2.5. PESQUISA DE Salmonella spp.

4.2.5.1. PRE-ENRIQUECIMENTO

ApOs o processo de enxaguadura das carcacgas e preparo das diluicbes das
amostras, a solucao restante foi mantida por 12 horas em temperatura ambiente,
com posterior incubagcdo a 37°C por mais 24 horas para a fase de pré-

enriquecimento.

4.2.5.2. ENRIQUECIMENTO SELETIVO

ApoOs a incubacéo, aliquotas de 2 mL do caldo de pré-enriquecimento foram

repassadas para tubos contendo 20 mL de caldo selenito cistina, acrescidos de
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solugdo de novobiocina (0,004%) e 0,2 mL para tubos contendo 20 mL de caldo
Rappaport-Vassiliadis, também acrescido de solugdo de novobiocina (0,004%), e

estes incubados a 37°C por mais 24 horas.

4.2.5.3. PLAQUEAMENTO

Fazendo uso de al¢a de niquel-cromo, as culturas em enriquecimento seletivo
foram semeadas pela técnica de esgotamento em placas contendo agar verde

brilhante e agar Mac Conkey, as quais foram incubadas a 37°C por 24 horas.

4.2.5.4. IDENTIFICAGAO PRESUNTIVA

ApoOs 24 horas incubadas, verificou-se a presencga de coldnias sugestivas do
género Salmonella, nas placas de agar verde brilhante e agar Mac Conkey. Aquelas
coldénias sugestivas, transparentes e arredondadas, foram transferidas para Agar
Triplice Agucar Ferro (TSI) (Oxoid® CM 277) inclinado e Agar Lisina Ferro (LIA)
(Oxoid® CM 381) inclinado, e incubados a 37°C por 24 horas.

As colbnias que se apresentassem com caracteristicas sugestivas do género
Salmonella seriam semeadas em Agar Luria Bertani (LB) (DifcoTM 24110) e

posteriormente incubadas a 37°C por 24 horas.

4.2.5.5. SOROLOGIA

As colbnias bacterianas que exibissem crescimento compativeis com o
género Salmonella, seriam submetidas ao teste de aglutinagdo em lamina, com a
adicdo de soros anti-antigenos somaticos “O” e anti-antigenos flagelares “H” de
Salmonella spp. (Probac do Brasil). Caso ocorressem colénias que reagissem
positivamente, estas seriam enviadas ao Setor de Bacteriologia do Instituto Adolfo

Lutz de Sao Paulo/SP para tipagem.
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4.2.6. SENSIBILIDADE A AGENTES ANTIMICROBIANOS

Caso fosse isolada Salmonella spp. seriam realizados, conforme a técnica
descrita por Kirby-Bauer (Bauer et al. 1964), os testes de sensibilidades aos
antimicrobianos; gentamicina (10mcg), netilmicina (30mcg), carbenicilina (100mcg),
cloranfenicol (30mcg), tetraciclina (30mcg), amicacina (30mcg), cefalotina (30mcg),
ampicilina (10mcg), tobramicina (10mcg), polimixina B (300mcg), sulfazotrim
(25mcg) e cefoxitina (30mcg), e a leitura e interpretagao dos resultados se daria pela
mensuragao do halo de inibicdo utilizando régua milimetrada e seguindo critérios
especificos instituidos para cada agente antimicrobiano, estabelecido pelo National
Comittee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (CLSI M100-S21, 2011),

classificando as estirpes em sensiveis, intermediarias ou resistentes.

4.3. ANALISE ESTATISTICA

Realizou-se analise estatistica comparando os niveis de contaminagao por

Staphylococcus coagulase positivo entre as trés marcas comerciais, por meio do

teste Exato de Fisher.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A determinacao populacional de coliformes totais apresentou maior variagao
nas amostras pertencentes a marca B, variando entre < 3,0 e 8,7 x 10" NMP/g. Nas
demais amostras ocorreram variagées entre < 3,0 e 8,6 NMP/g para aquelas da
marca A e < 3,0 e 9,3 NMP/g para as da marca C (Tabela 1).

As populacdes de coliformes termotolerantes variaram com pouca amplitude,
entre < 3,0 a 4,6 NMP/g nas amostras da marca A e < 3,0 e 5,4 NMP/g na marca C.
Ja a marca B apresentou populacao < 3,0 NMP/g (Tabela 1).

Tabela 1. Valores minimos e maximos do numero mais provavel por grama (NMP/g) das
populagdes de coliformes totais, coliformes termotolerantes e Escherichia coli
em 63 amostras de carcagas congeladas de peru, temperadas, de trés marcas
comerciais distintas adquiridas em diferentes pontos comerciais.

Populagdes de Microrganismos

Marcas Coliformes Coliformes Termotolerantes Escherichia coli
Totais (NMP/Q) (NMP/g) (NMP/g)
Min Max Min Max Min Max

A <30x10° 86x10° <3,0x10° 4,6 x 10° <30x10° <3,0x10°
<30x10° 87x10" <3,0x10° <30x10° <3,0x10° <3,0x10°
C <30x10° 93x10° <3,0x10° 5,4 x 10° <3,0x10° <3,0x10°

Dentre as amostras da marca A, 90,5% apresentaram populagdes < 3,0
NMP/g. O mesmo se observou em 80,9% daquelas da marcas B e 90,5% da marca
C (Tabela 2).
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Tabela 2. Distribuicio das 63 amostras de carcacas
congeladas de peru, temperadas, de trés marcas
distintas adquiridas em diferentes pontos
comerciais, de acordo com o intervalo de variacao
populacional do numero mais provavel por grama
(NMP/g) de coliformes totais.

Numero de amostras (%)

Marca A MarcaB  Marca C

Populacado (NMP/g)

<3,0 x10° 19(90,5) 19(90,5) 17 (80,9)
3,0 x10° —1 5,0x10° 1 (4,8) 1(4,8) 1 (4,8)
5,0 x10° —I 1,0x10" 1 (4,8) 0 (0,0) 3 (14,3)
1,0x10" —1 5,0x10" 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
5,0x10" —I 1,0x10? 0 (0,0) 1(4,8) 0 (0,0)
Total de amostras 21(100,0) 21 (100,0) 21 (100,0)

Os resultados remetem a boas condigbes higiénicas de processamento,
devido aos baixos niveis populacionais observados neste grupo de microrganismos,
onde somente uma das 63 amostras analisadas apresentou populacdo superior a
5,0 x 10" NMP/g.

Os fosfatos, constituintes do tempero deste tipo de produto, demonstram
papel importante no controle de microrganismos deste grupo. Bautista et al. (1997)
demonstraram que o fosfato Trissddico promoveu redugdao de 1,7 ciclos log nas
contagens de coliformes de carcacas de perus refrigeradas experimentalmente
contaminadas. Os autores acreditam que sua atividade pode estar relacionada a sua
alta alcalinidade.

Vale destacar ainda que a aplicagdo do congelamento também pode ter sido
fator importante frente a populagédo deste grupo de microrganismos. Jouki et al.
(2012) ao investigarem o efeito do tempo de armazenamento sobre a qualidade da
carne de perus, observaram significativa redu¢cao da carga microbiana de coliformes
totais quando armazenada a -18°C, atribuindo efeito eficaz ao congelamento no
controle de microrganismos deste grupo.

Nas analises de coliformes termotolerantes observou-se que todas as
amostras pertencentes a marca B apresentaram populacbes < 3,0 NMP/g. Nas
demais, apenas 2 amostras de cada marca comercial exibiram populacdes entre 3,0
e 1,0 x 10" representando 9,5% delas (Tabela 3).
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Tabela 3. Distribuicio das 63 amostras de carcacgas
congeladas de peru, temperadas, de trés marcas
distintas adquiridas em diferentes pontos comerciais,
segundo o intervalo de variagdo populacional do
numero mais provavel por grama (NMP/g) de
coliformes termotolerantes.

Numero de amostras (%)

MarcaA MarcaB MarcaC

Populacdo (NMP/g)

<3,0 x10° 19 (90,5) 21 (100,0) 19 (90,5)
3,0 x10° —1 5,0x10° 2 (9,5) 0 (0,0) 1(4,8)
5,0 x10° —I 1,0x10" 0 (0,0) 0 (0,0) 1(4,8)
Total de amostras 21 (100,0) 21 (100,0) 21 (100,0)

Todas as amostras encontram-se em pleno acordo com os padrdes
microbiolégicos estabelecidos na RDC 12/2001 da ANVISA, onde o limite
estabelecido para populacdo de coliformes termotolerantes para “carnes cruas
preparadas de aves, refrigeradas ou congeladas, temperadas”, é de 10* NMP/g
(BRASIL, 2001).

Os resultados foram interpretados como indicado no anexo |l da RDC
12/2001, comparando com os valores estabelecidos no Anexo | da mesma
Resolucdo, onde tem-se: produtos em condicdes sanitarias satisfatérias, aqueles
cujos resultados analiticos ndo excedam os estabelecidos para esse tipo de
amostra; e produtos em condicbes sanitarias insatisfatérias, aqueles cujos
resultados extrapolam os limites estabelecidos para tal tipo de alimento.

Os resultados apresentados na Tabela 4 mostram que em apenas quatro
amostras foram identificadas Escherichia coli, com populacdes inferiores a 3,0

NMP/g, demonstrando boas condicdes de saneamento e higiene.

Tabela 4. Numero mais provavel por grama (NMP/g) de
Escherichia coli em quatro amostras em que o
microrganismo foi identificado, das 63 amostras de
carcagas congeladas de peru, temperadas de trés
marcas distintas adquiridas em diferentes pontos

comerciais.
Populagao (NMP/g)
Marca A Marca B Marca C
1,86 - 1,54

1,93 - 2,05
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A populacao de E. coli pode ter sido afetada pela agao antimicrobiana do alho
encontrado no tempero destes produtos. Ankri e Mirelman (1999) ao avaliarem a
atividade da alicina, composto ativo extraido do alho, observaram uma variedade de
efeitos antimicrobianos deste composto contra uma vasta gama de bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, incluindo estirpes de Escherichia coli enterotoxigénicas
e multirresistentes. O mecanismo de acao aparentemente se da na RNA polimerase,
interferindo em sua atividade enzimatica ao reagir com o grupo sulfidrico que a
compoe.

A maior variagdo populacional de microrganismos mesofilos foi observada na
marca C, variando entre 7,3 a 7,7 x 10° UFC/g. A maior e a menor populagdo de
microrganismos psicrotréficos referem-se as amostras pertencentes as marcas C e
B, com 4,9 x 10* e 1,8 x 10" UFC/g, respectivamente (Tabela 5).

A maior contagem populacional de Staphylococcus spp. foi obtida em
amostras da marca C, com 7,2 x 10° UFC/g, contudo a populagdo de
Staphylococcus coagulase positivo foi mais elevada em amostras da marca A, com
5,6 x 102 UFC/g (Tabela 5).

Tabela 5. Valores minimos e maximos de microrganismos mesofilos e psicrotréficos, Staphylococcus spp.
e Staphylococcus coagulase positivo em 63 amostras de carcagas congeladas de peru,
temperadas, de trés marcas comerciais distintas adquiridas em diferentes pontos comerciais.

Populagdes de Microrganismos

. e Staphylococcus

Marcas Meséfilos (UFC/g)* Psmrotroflc:os Staphylococcgs spp. coagulase
(UFC/g) (UFC/g) positivo (UFC/g)*

Min Max Min Max Min Max Min Max

A 1,7x10" 45x10° 12x10° 35x10° <1,0x10" 56x10° Aus 5,6x10°
B 1,1x10" 2,8x10° 1,8x10" 94x10° <1,0x10" 42x10®° Aus 2,2x10

C 73x10° 7,7x10° 1,3x10° 49x10* <10x10" 72x10° Aus 24x10°

* Unidades formadoras de colénias por grama

De forma geral, entende-se que houve boas condigdes higiénicas e sanitarias
no processamento dos produtos analisados, pois conforme Reinders et al. (2001) o

congelamento tende a manter os niveis populacionais microbianos conforme
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aqueles ao final do processo, sendo dependente portanto, do grau de contaminagao
presente e temperatura de armazenamento.

Galarz, Fonseca e Prentice-Hernandez (2010) avaliando a carga microbiana
em peitos de frango congelados cru, cozido e salgado, a cada 5 dias durante 20 dias
em congelamento, observaram que as contagens de bactérias aerébias mesofilas e
psicrotréficas, e ainda de Staphylococcus spp., mantiveram-se praticamente
constantes, com pouca oscilagéo, nos trés tipos de produtos. Os autores ressaltam
que 20 dias pode, de fato, ter sido tempo insuficiente para observar se houve
reducdo da carga microbiana, contudo, Jay (2005) enfatiza que a propor¢ado de
células sobreviventes apos congelamento diminui com o tempo, n&do havendo,
entretanto, eliminagao total.

As populagdes de microrganismos heterotroficos meséfilos, obtidas na
contagem padrdo em placas, das amostras da marca A variaram entre 1,0 x 10" e
5,0 x 10° UFC/g. Nas marcas B e C, as populagdes variaram respectivamente entre
1,0x 10" e 5,0 x 10> UFC/g, e entre <10" até 10* UFC/g (Tabela 6).

Tabela 6. Distribuicdo das 63 amostras de carcagas congeladas
de peru, temperadas, de trés marcas distintas
adquiridas em diferentes pontos comerciais, segundo o
intervalo de variacdo de microrganismos heterotroficos
aerobios ou facultativos, mesofilos.

Numero de amostras (%)

MarcaA Marca B Marca C

Populacéo (UFC/g)*

<1,0x10’ 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (4,8)
1,0x10" —I 5,0x10" 2(9,5 3(14,3) 2(9,5)
5,0x10" —I 1,0x10? 1(4,8) 3(14,3) 5(23,8)
1,0x10? —I 5,0x10? 9(42,8) 9(42,8) 5(23,8)
5,0x10% —1 1,0x10° 6(28,6) 4(19,1) 5(23,8)
1,0x10° —I 5,0x10° 3(14,3)  2(9,5) 2(9,5)
5,0x10°> —I 1,0x10* 0 (0,0) 0 (0,0) 1(4,8)
Total de amostras 21 (100,0) 21 (100,0) 21 (100,0)

* Unidades formadoras de colénias por grama

Produtos que apresentam grande numero destes microrganismos indicam
falhas durante o processamento (CARDOSO et al., 2005). Apesar da maior

populacdo ter sido observada em uma amostra da marca C, 61,9% delas se
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encontram no intervalo entre 1,0 x 10> e 1,0 x 10%, enquanto as marcas A e B,
apresentaram neste mesmo intervalo85,7% e 71,4% de suasamostras,
respectivamente.

Alta populagdo mesofilica indica que houve possibilidade de multiplicagao
microbiana no alimento, inclusive de patogénicos, determinando risco sanitario. A
medida que a populagao desses microrganismos aumenta, incrementa-se também a
possibilidade de existirem microrganismos patogénicos e a presenga de toxinas
resultantes do metabolismo microbiano (APHA, 2001).

Sabe-se que o congelamento reduz a contagem de células viaveis em 1 a 2
unidades logaritmicas, e que quando o armazenamento € prolongado esta redugao
pode ser ainda maior dependendo do tempo (YAMMAMOTO; HARRIS, 2001).

A marca A apresentou pequena amplitude na variagdo da populagdo de
microrganismos heterotroficos psicrotroficos em comparagdo as demais marcas
comerciais, variando entre 10% e 5,0 x 10® UFC/g, enquanto B e C variaram entre 10’
e 10* UFC/g, e 10% e 5,0 x 10* UFC/g, respectivamente (Tabela 7).

Tabela 7. Distribuicdo das 63 amostras de carcacas congeladas de
peru, temperadas, de trés marcas distintas adquiridas em
diferentes pontos comerciais, segundo o intervalo de
variagcado de microrganismos heterotréficos aerdbios ou
facultativos, psicrotroficos.

Numero de amostras (%)
Marca A Marca B Marca C

Populacao (UFC/g)*

<1,0x10° 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
1,0x10" —1 5,0x10" 0 (0,0) 6 (28,6) 0 (0,0)
5,0x10" —I 1,0x10? 0 (0,0) 3 (14,3) 0 (0,0)
1,0x10? —I 5,0x10? 9 (42,8) 5 (23,8) 7 (33,3)
5,0x10% —I 1,0x10° 5 (23,8) 3 (14,3) 3 (14,3)
1,0x10° —I 5,0x10° 7 (33,3) 3 (14,3) 4(19,1)
5,0x10°> —I 1,0x10* 0 (0,0) 1 (4,8) 2 (9,5)
1,0x10* —I 5,0x10* 0 (0,0) 0 (0,0) 2(9,5)
Total de amostras 21 (100,0) 21(100,0) 21 (100,0)

* Unidades formadoras de colbénias por grama

A legislagdo brasileira ndo estabelece padrdo para presenga destes

microrganismos em alimentos, entretanto, a International Commission on
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Microbiological Specificacions for Foods (ICMSF) (2000) estabelece 10° a 107 UFC/g
como faixa padrao em que o grau de deterioragdo de alimentos refrigerados passa a
ser critico.

Tomando por base o ICMSF, nenhuma das marcas comerciais apresentou
amostras com padrao insatisfatério. Considerando o intervalo de variagao
populacional observado, pode-se atribuir melhor condigdo as amostras da marca B
frente as demais, tendo em vista que no intervalo que compreende 10° UFCl/g, se
encontra um percentual menor de amostras desta marca, ou seja, 19,1% das
amostras da marca B contra 33,3% e 28,6% das marcas A e C respectivamente,
havendo ainda mais outros 9,5% desta Ultima na faixa de 10* UFC/g.

Vieira e Teixeira (1997) destacam que quando ha o predominio de
microrganismos deste grupo nas carcagas, estes sao responsaveis por grande parte
das alteragdes dos produtos, comprometendo a vida de prateleira. Desta forma, a
marca C apresenta maior comprometimento comercial, uma vez que o tempo de vida
util das carnes possui uma relagdo inversa com a contaminagao inicial do produto
(JAY, 2005).

A quantificagdo de Staphylococcus spp., disposta na Tabela 8 de acordo com

o intervalo de variagao populacional, variou entre <1 ,0x104 e 1,Ox104

Tabela 8. Distribuicio das 63 amostras de carcacas
congeladas de peru, temperadas, de trés marcas
distintas adquiridas em diferentes pontos comerciais,
segundo o intervalo de variagdo da contagem de
Staphylococcus spp.

Numero de amostras (%)

P laca F *
opulaggo (UFC/g) Marca A Marca B Marca C

<1,0x10° 13(61,9) 13 (61,9) 12 (57,14)
1,0x10" —I 5,0x10" 4 (19,0) 7 (33,3) 2 (9,5)
5,0x10" —I 1,0x10? 1(4,8) 0 (0,0) 1(4,8)
1,0x10? —I 5,0x10? 2 (9,5) 0 (0,0) 2 (9,5)
5,0x10% —I 1,0x10° 1(4,8) 0 (0,0) 0 (0,0)
1,0x10° —I 5,0x10° 0 (0,0) 1(4,8) 2 (9,5)
5,0x10° —I 1,0x10* 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (9,5)
Total de amostras 21 (100,0) 21 (100,0) 21 (100,0)

* Unidades formadoras de colénias por grama
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Apesar de uma amostra se encontrar no intervalo entre 1,0 x 10%e 5,0 x 10°
as demais amostras da marca B apresentaram as menores populacdes de
Staphylococcus spp., com 95,2% do total ndo superando 5,0 x 10" UFC/g. Na marca
comercial C 19% das amostras apresentaram populacdes entre 10° e 10* UFC/g.

Resultados semelhantes foram observados por Freitas et al. (2001) ao
analisar 15 amostras carcacgas de frango comercializadas na cidade do Recife, das
quais 10 delas resfriadas, encontraram 8 positivas para Staphylococcus spp. As
contagens variaram de 10" a 10* UFC/g, onde 6,7% do total de amostras analisadas
apresentaram populacdo de 10" UFC/g, 53,3%, em 10? UFC/g, 26,7% em 10°
UFC/g, e 13,3% apresentaram contagens de 10* UFC/g. A maior frequéncia de
amostras observadas nas carcagas de frango resfriadas se encontravam em 10" e
10? UFC/g.

O Staphylococcus spp. € alvo da acdo de especiarias componentes do
tempero de produtos como os do presente trabalho. Estudos que avaliaram a agao
dos Oleos essenciais, compostos presentes nas especiarias e que apresentam
propriedades antimicrobianas, antitoxigénicas, dentre outras, demonstram que estes
sao capazes de agir sobre microrganismos deteriorantes e patogénicos,
apresentando maior agao contra bactérias Gram-positivas. A maior suscetibilidade
destes microrganismos parece estar relacionada a auséncia da membrana externa,
nao havendo restricdo da difusdo de compostos hidrofdbicos que podem provocar a
morte da célula, como se vé em Gram-negativos por meio dos lipopolissacarideos
(BURT, 2004).

A presencga de outros microrganismos também €& um ponto importante, ja que
Staphylococcus spp. sao considerados mal competidores (LOIR; BARON; GAUTIR,
2003).

A populagéo de Staphylococcus coagulase positivo ndao ultrapassou 5,0 x 10°
UFC/g (Tabela 9). Nao houve diferenca estatistica significativa entre as trés marcas

comerciais, quando aplicado o teste exato de Fisher (p<0,05).
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Tabela 9. Distribuicdo da populagdo de Staphylococcus coagulase positivo observada
em 24 das 63 amostras de carcagas congeladas de peru, temperadas, de trés
marcas distintas adquiridas em diferentes pontos comerciais.

Numero de amostras (%)

Populagao (UFC/g) MarcaA MarcaB MarcaC
<1,0x10" 19 (90,5) 20(95,2) 16 (76,2)
1,0x10" —I 5,0x10" 0 (0,0) 1(4,8) 1(4,8)
5,0x10" —I 1,0x10? 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
1,0x10% —1 5,0x10? 1(4,8) 0 (0,0) 1 (4,8)
5,0x10%> —I 1,0x10° 1(4,8) 0 (0,0) 1 (4,8)
1,0x10° —I 5,0x10° 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (9,5)
Total de amostras 21(100,0) 6 (100,0) 10 (100,0)

N° amostras contaminadas/total de amostras analisadas (%) 2/217(9,5) 1/21°(4,8) 5/21°(23,8)

Valores seguidos de letras iguais ndo diferem estatisticamente quando aplicado o teste exato de
Fisher ao nivel de 5% de probabilidade.
* Unidades formadoras de col6nias por grama

Considerando todas as 63 amostras analisadas, 12,7% apresentaram
contaminagao por Staphylococcus coagulase positivo, resultados inferiores aqueles
observados por Normanno et al. (2005), que constataram a presenca
Staphylococcus coagulase-positivos em 48% das 293 amostras de produtos carneos
comercializados na Italia.

Resultados semelhantes ao do presente estudo foram observado por Martins
et al. (2003) que ao analisarem a populagéo de Staphylococcus coagulase-positivos
em amostras de frangos congelados e refrigerados, adquiridos em supermercados
do Estado do Rio Grande do Sul, observaram média populacional de 5,3 x 10°
UFC/g nos refrigerados e 3,5 x 10> UFC/g nos congelados. Segundo os mesmos, a
maior média observada nos produtos refrigerados € resultante da acdo da
temperatura, que influi eficazmente no controle destes microrganismos.

A auséncia ou baixas populagdes destes microrganismos em alimentos,
porém, nao descaracteriza risco, devido a termorresisténcia das enterotoxinas, que
podem manter-se ativas nos alimentos (CUNHA NETO; SILVA; STAMFORD, 2002).

Para ocorrer intoxicagao em individuos mais sensiveis, sdo necessarios niveis
de enterotoxina entre 0,01 a 0,4 ug por grama de alimento, alcangados quando o

nimero de células contaminantes ultrapassa 10° UFC/g (JAY, 2005). Neste sentido



38

€ importante ponderar que se mal conduzido, o descongelamento pode propiciar
condi¢des para a multiplicagdo de microrganismos deste grupo.

Por se tratar de um processo lento, o descongelamento expde os produtos
carneos a temperaturas favoraveis a multiplicagao microbiana. Isto € particularmente
mais preocupante quando este se da a temperatura ambiente, que além da
exposicao a temperatura acima das de refrigeracdo, ha aumento também da
umidade e consequentemente da disponibilidade de nutrientes, devido a formagao
de exsudato (LEYGONIE et al., 2012).

Os microrganismos mais patogénicos ndo se desenvolvem em temperaturas
inferiores a 5 °C, sendo importante, portanto, manter a carne a temperaturas de
refrigeragcdo durante o processo de descongelamento. No entanto, situagdes que
permitam a elevagado da temperatura mesmo que temporariamente acima desta,
podem favorecer o desenvolvimento microbiano em superficies que tenham sido
expostas a contaminagédo, como se vé em ambientes domésticos, onde geralmente
nao ha controle rigoroso de temperatura durante o descongelamento (PHAN, 2004).

As enterotoxinas produzidas pelos Staphylococcus s&o termorresistentes e
produzidas a temperaturas entre 10 e 46° C (SANTANA et al., 2010). Sabe-se que
se mantidos em temperaturas entre 0° e 4°C, os efeitos antimicrobianos dos
componentes do alho, sdo mais eficazes que se armazenados a temperatura
ambiente, onde com o decorrer do tempo, apresentam redugdo de agao sobre os
microrganismos, sugerindo instabilidade térmica dos componentes ativos (HARRIS,
2001).

Desta forma, caso nado haja controle adequado de temperatura durante o
processo de descongelamento, a atividade antimicrobiana da alicina ficara
comprometida, descompensando seu efeito inibidor sobre os microrganismos ali
presentes e possibilitando que haja multiplicacdo microbiana até que sejam
alcangados niveis populacionais de risco para producao significativa de
enterotoxinas.

Sabe-se que o tempo de geragao do Staphylococcus spp. gira em torno de 20
a 28 minutos em boas condi¢gdes para sua multiplicagcdo (GENIGEORGIS, 1989;
SANTHANA, 2007; BAEZA, 2009). Neste sentido as carcagas analisadas no
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presente estudo apresentam risco caso os consumidores sejam negligentes quanto
aos cuidados com a temperatura e tempo entre o descongelamento e o preparo.

Estudos demonstram que boa parte dos consumidores sdo negligentes ao
armazenar os produtos carneos ja no trajeto entre o mercado e suas residéncias, e
também em seus domicilios, durante o preparo até o consumo (NYCHAS et al.,
2008), demonstrando a necessidade de ac¢des educativas direcionadas a eles.

Em pesquisa realizada por Pattron (2006) envolvendo 200 entrevistados,
consumidores afirmaram que apds a compra de alimentos pereciveis, incluindo os
carneos, estes eram em sua maioria transportados em carros de passeio sem
embalagens isotérmicas ou refrigeradas, permanecendo em média 4,2 horas fora de
refrigeracdo. Em relagdo ao descongelamento, 78 % dos entrevistados afirmaram
fazé-lo a temperatura ambiente, 32 % usando agua fria, 26 % no refrigerador e 14 %
em aparelho de micro-ondas. Além disso, grande parte dos entrevistados
demonstraram desconhecer a temperatura ideal de refrigeragdo (45% deles) e de
congelamento (63%).

Em condigcbes de descongelamento, em tempo e temperatura, como as
observadas por Pattron, a populagdao de Staphylococcus coagulase positivo
apresentadas no presente estudo, fatalmente atingiriam populagdes em nivel de
10°UFC/g ou mais, caracterizando risco para a producéo de enterotoxinas.

Assim como Freitas et al. (2001) ja destacava, a preocupagao com 0s riscos
decorrentes deste patdégeno e seu envolvimento com alimentos e consequentemente
em DTAs, é realmente pertinente.

Welker et al. (2000) ao investigarem 104 surtos ocorridos no Estado do Rio
Grande do Sul em 2006 e 2007, observaram que Staphylococcus coagulase positivo
estava envolvido em 28% dos casos, sendo os produtos carneos responsaveis por
36% deles, dos quais 30% a carne de frango. Constatou-se ainda que as residéncias
constituiam o principal local de ocorréncia dos surtos investigados (43%), seguidos
de estabelecimentos comerciais (18%) e refeitérios de empresas (14%). Estes
resultados reforcam a necessidade de orientar e educar a populagdo quanto aos
cuidados necessarios na conservagao, manipulacdo e consumo e aos riscos

associados a contaminacgao destes alimentos no ambiente domiciliar.
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Em nenhuma das 63 amostras analisadas foi identificado Staphylococcus
aureus e também n&o foram encontrados microrganismos do género Salmonella.

Em contrapartida Nwachukwu e Nnamani, (2013) isolaram estes
microrganismos a partir de carnes de peru congeladas, também obtidas no varejo.
Os isolados demonstraram alta resisténcia a ampicilina e estreptomicina. Os autores
atribuiram alto risco destes produtos a saude publica pela baixa qualidade
microbioldgica encontrada, por consequéncia de mas condicbes sanitarias do
ambiente de processamento.

Khaitsa, Kegode e Doetkott (2007) ao investigarem a ocorréncia de
Salmonella em 959 amostras de carne de perus cruas (345) e prontas para consumo
(614), adquiridas em pontos de venda, obtiveram 21 (2,2%) das amostras ( 14
[4,1%] crua e 7 [1,1 %] prontas para consumo) contaminadas, envolvendo 6
sorotipos: S. Hadar, S. Heidelberg, S. Typhimurium var. Copenhague, S. Newport, S.
Saintpaul, e S. Agona. Aquelas isoladas em amostras de carne crua apresentaram
maior resisténcia aos antimicrobianos (53%) em comparagdo com as prontas para
serem consumidas ( 33 %). Os autores ressaltam a necessidade de continua a
vigilancia nestes produtos de carne a fim de garantir uma alimentagao segura.

El Allaoui et al. (2013) colheram e analisaram 192 amostras de cortes e
miudos de peru (peito, coxa e sobre coxa, figado e moela) em supermercados de
Marrocos. Do total, 47 (24,5 %) apresentaram-se contaminados com Salmonella.

Estudo composto por quase 5.000 surtos de DTAs ocorridos nos EUA entre
1998 e 2008, estimou que a carne de aves estivesse envolvida, em média, em 12%
das internagdes ocasionadas por surtos a cada ano, e aproximadamente 20% das
mortes resultantes destes, sendo o género Salmonella responsavel por 26% delas
(PAINTER, 2013).

Ha estudos no Brasil que também relatam a presenga de Salmonella em
carcagas de aves mantidas em temperatura de congelamento. Santos et al. (2000),
ao avaliar 150 carcagas de frango congeladas adquiridas em comércio varejista
contido na mesma regido do presente estudo, observou um percentual de 32,0% de
contaminagdo. Em antibiograma, verificou ainda que 100% das cepas isoladas

apresentaram resisténcia a ampicilina.
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Apesar de nao ter sido constatada a presenca de Salmonella nas carcagas
analisadas, o presente exposto reforgca a necessidade de vigilancia constante frente

a elucidacao do envolvimento deste microrganismo a produtos desta natureza.
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6. CONCLUSOES

Em fungao dos resultados obtidos é possivel concluir que:

- As populagcbes encontradas na determinagcdo do numero mais provavel
(NMP) de coliformes totais, coliformes fecais e Escherichia coli por grama; na
contagem padrao de microrganismos heterotroficos aerdbios ou facultativos,
mesdfilos e psicrotréficos; e na contagem de Staphylococcus spp. demonstram que
as amostras ndo apresentaram falhas abusivas durante o processamento, atribuindo
ainda, melhores condi¢cbes as amostras da marca B, frente as demais.

- Todas as amostras analisadas estavam dentro dos padrdes estabelecidos
em legislagdo para “carnes cruas preparadas de aves, refrigeradas ou congeladas,
temperadas”, que determina o limite de 1O4NMP/g para populacdo de coliformes
termotolerantes.

- Caso nao haja controle adequado de temperatura durante o preparo ou
descongelamento de produtos desta natureza, ha a possibilidade de multiplicagéo
de Staphylococcus coagulase positivo até niveis populacionais de risco para
producao significativa de enterotoxinas.

- As amostras nao representam riscos a saude publica em relagdo a
Salmonella spp., uma vez que esta nao foi identificada em nenhuma das 63

analisadas.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados demonstraram que as amostras ndo excederam os parametros
permitidos em legislacéo, atribuindo condigbes higiénicas e sanitarias satisfatérias
as carcagas congeladas de peru, temperadas, comercializadas em pontos
comerciais da regiao nordeste do Estado de Sao Paulo. Entretanto, cuidados devem
ser tomados pelo consumidor no sentido de garantir que os produtos n&o sejam
expostos a altas temperaturas devido ao risco de multiplicagdo de Staphylococcus
coagulase positivo, que mesmo nao sendo estabelecido limites a populagdes destes
em legislacdo vigente, se apresentaram em populacdo moderadamente elevada,
constituindo risco caso sejam mantidas em condigdes de refrigeracdo inadequada,

seja no transporte, armazenamento, ou descongelamento.
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