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RESUMO

O trabalho teve como objetivo avaliar a ocorréncia de Salmonella spp. nos
varios pontos do fluxograma do abate de ras (Rana catesbeiana — Ra Touro),
desde os currais de espera até o produto final, bem como nas visceras nao
comestiveis e no figado. Das 120 amostras analisadas ao longo do abate (15
amostras por ponto / 8 pontos de colheita), 39 (32,5%) mostraram-se positivas,
independentemente do ponto de colheita. Em relacédo a estes, obtiveram-se os
seguintes resultados: 26,7% de positividade na agua dos currais de espera,
13,3% apods a insensibilizacdo e apds a sangria, 26,7% apds a retirada da pele,
46,7% apds a evisceragao, 40% no produto final ndo embalado e nas visceras,
e 53,3% para o figado. Conclui-se que a carne de ra, produto final, obtida nas
condicbes estudadas, pode representar um sério risco a saude publica, como
veiculo de Salmonella spp. A contaminacdo detectada nos varios pontos de
colheita se da de forma gradativa e continua ao decorrer do abate. Das etapas
estudadas, a evisceracdo é a mais critica em relacdo a contaminagédo por
Salmonella spp. E necessaria a implementacdo de pontos criticos de controle
no processo de abate e, consequentemente, acdes corretivas para minimizar

tais contaminacgdes.
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ABSTRACT

The study aimed to assess the occurrence of Salmonella spp. in several parts
of the flowchart of the slaughter of frogs (Rana catesbeiana - Bullfrog), since the
waiting pens until the final product, as well as in viscera not edible and in the
liver. Of the 120 samples analyzed over the slaughter (15 samples per point / 8
points of collection), 39 (32,5%) have proved positive, regardless of the point of
harvest. For these, obtained the following results: 26,7% of positivity in the
water of waiting pens, 13,3% after stunning and after the bleeding, 26,7% after
the withdrawal of skin, 46,7% after evisceration, 40% in the final product not
packed and for the viscera, and 53,3% for the liver. It follows that the meat of
frog, the final product, obtained under the conditions studied, may represent a
serious risk to public health, as a vehicle of Salmonella spp. The contamination
detected in the various points of collection occurs in a gradual and continuous
course of the slaughter. In stages studied, the evisceration is the most critical
point of the contamination by Salmonella spp. It's necessary establish critical
points of control in the process of slaughter and, therefore, correct actions to

minimize such contamination.

Keywords: Slaughter; Meat’s frog; Frog; Rana catesbeiana; Salmonella



1. INTRODUCAO

A qualidade dos produtos alimenticios e a sua influéncia sobre a
nutricdo e a saude humana vém merecendo lugar de destaque nos meios
cientificos. Essa preocupacdo se deve a grande diversidade de alimentos
existentes atualmente e a uma tendéncia cada vez maior de se ingerir produtos
naturais e seguros.

A seguranca dos alimentos para a saude publica € muito importante,
principalmente quando considerados os dados atuais referentes ao
aparecimento e ressurgimento de diversas doencgas veiculadas por alimentos
(NASCIMENTO, 2002). Este aumento significativo de casos de doengas
transmitidas por alimentos foi observado em muitos paises nos ultimos anos
(RADKOWSKI, 2001). Os veiculos na maioria dos surtos sdo alimentos de
origem animal, que podem ter entrado em contato com algum patégeno de
relevancia em relagdo a Saude Pdblica durante sua obtengdo ou
processamento (MANCHA et al., 1999).

Dentro desse contexto, as infeccoes provocadas pelas bactérias do
género Salmonella sao universalmente consideradas, na atualidade, como uma
das mais importantes causas de doencas transmitidas por alimentos
(FOODNET, 2005).

A ampla distribuicdo de género Salmonella entre os animais e sua
permanéncia no ambiente contribuem para que este microrganismo assuma
um papel importante na saude publica (WEISS et al., 2002). Salmonella esta
amplamente distribuida na natureza, sendo o trato intestinal do homem e de
animais, o principal reservatério natural, podendo ser encontrado em aves,
suinos, bovinos, equlinos e animais silvestres (roedores, anfibios e répteis),
sendo que, em inumeros surtos de origem alimentar causado pelo agente, a
carne e seus derivados, entre os mais variados tipos de alimentos, sdo os mais
comumente envolvidos (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

Entre os diversos tipos de carnes consumidas pela populacdo humana,
figura a de ra. Segundo as estatisticas da Organizacao das Nacbes Unidas
para a Agricultura e Alimentagédo (FAO), a producdo média mundial de carne de
ra no periodo 1988-2001 foi de aproximadamente 5.500 toneladas anuais.
Neste mesmo periodo, a producdo mundial cresceu 13%, enquanto no Brasil o



crescimento superou 2600%, demonstrando o aumento da participacédo
brasileira no mercado mundial.

Por outro lado, por ser uma criacdo ainda em expansdo no Brasil e
pouco difundida, estudos devem ser realizados com o objetivo de assegurar a
sua qualidade higiénico-sanitaria e, em ultima analise, a seguranca do produto
oferecido ao consumidor.

O estudo do processo de abate desses animais em nosso pais e a sua
contaminacao por Salmonella spp., pode trazer subsidios importantes para o
desenvolvimento de estratégias que garantam a seguranca desse tipo de

alimento.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Salmonella spp. e sua veiculacao pela carne de ra

As Enfermidades Transmitidas por Alimentos (ETA) representam um
importante problema de saude publica, tendo merecido atencao pela elevada
gravidade, tanto nos paises desenvolvidos como nos em desenvolvimento
(FUNASA, 2000).

O impacto social e econdmico dessas enfermidades é consideravel e a
salmonelose representa um papel importante neste fendbmeno, sendo uma das
principais doencgas transmitidas por alimentos de origem animal (CASTAGNA et
al., 2004).

Segundo Weiss et al. (2002), Salmonella é responsavel somente nos
Estados Unidos por 1,3 milhées de casos anuais (9,7% do total) e 31% das
mortes associadas ao consumo de alimentos. Segundo o Center for Diseases
Control and Prevention (CDC, 2005), em 2004 nos Estados Unidos, Salmonella
spp. foi 0 agente causador de ETA mais freqlientemente isolado.

No Brasil, embora nosso sistema de vigilancia epidemiol6gico ainda
seja muito incipiente, dos surtos em que se conseguiu isolar o agente etiolégico
no periodo de 1999 a 2004, em 34,7% (581 em um total de 3.737) deles
Salmonella spp. foi a responsavel, ratificando mais uma vez a sua importancia
como agente de ETA também em nosso pais (BRASIL, 2005).

Quanto aos surtos envolvendo Salmonella spp., hd que se fazer uma
diferenciacdo entre os relacionados as febre tiféide (Salmonella Typhi) e
paratiféide (Salmonella Paratyphi A, B e C), daqueles causados potencialmente
por todos os demais sorotipos, sendo a enfermidade caracterizada nesse caso
por uma sintomatologia gastrentérica, mais branda, as chamadas salmoneloses
classicas.

Estas sdo reconhecidas como zoonoses e a grande maioria dos
estudos revelam que grande parte dos animais séao reservatérios (TURNBULL,
1979; WHO, 1980). Tanto os animais de sangue quente quanto os de sangue
frio podem possuir, em sua microbiota intestinal, membros do género
Salmonella, sendo facilmente distribuidos no meio ambiente, sobrevivendo e
multiplicando-se (TURNBULL, 1979).



Salmonella esta amplamente distribuida na natureza, sendo o trato
intestinal do homem e de animais o principal reservatério natural. Entre os
animais, Salmonella spp. pode ser encontrada em aves, suinos, bovinos,
eqliinos e animais silvestres (roedores, anfibios e répteis), sendo que, em
inimeros surtos de toxinfeccao alimentar causados pelo agente, a carne, entre
0s mais variados tipos de alimentos, € o mais comumente envolvido nos casos
(FRANCO & LANDGRAF, 1996). Salmonella pode ser encontrada também nas
fezes de um grande numero de espécies de animais domésticos,
especialmente quando estdo com diarréia, sendo que, as pessoas podem
infectar-se se ndo lavarem as maos apds contacto com essas fezes (GORMAN
& ADLEY, 2004).

A transmissdo ao homem se da principalmente através de alimentos
contaminados, especialmente os de origem animal, como carne bovina, suina e
de aves, leite e ovos, mas todos os demais tipos, inclusive vegetais, podem ser
veiculos desse microrganismo.

E importante ressaltar que aqueles que tiveram infeccdo por
Salmonella spp., podem eliminar o microrganismo pelas suas fezes mesmo
quando ndo apresentam nenhum sintoma. Esses portadores assintomaticos
transformam-se em perigosa fonte de contaminacéo da agua e dos alimentos
(MATTICK et al., 2002).

Animais de sangue frio também sdo considerados como importante
reservatério natural para Salmonella, o que, epidemiologicamente, tem sido
comprovado através de relatos de varios estudos realizados em diferentes
areas geograficas (KOURANY & TELFORD, 1981; GUGNANI et al., 1986).
Estes animais de sangue frio, portadores de Salmonella, sdo considerados um
sério problema de saude publica, pois podem resultar em casos de
salmonelose em humanos com os quais tém contato (TAUXE et al., 1985), e
também, causar perdas econbmicas, doencas e mortes (ONDERKA &
FINLAYSON, 1985; KALVIG et al., 1991).

Salmonella é naturalmente encontrada no trato intestinal de répteis
(lagartos, serpentes e tartarugas) e anfibios (rds) (CALDWELL & RYERSON,
1939; TRUST & BARTLETT, 1979; MERMIN et al., 2004). Mermin et al. (2004)

citam que durante o periodo de 1996-1997 aproximadamente 74.000 infecgcbes



em humanos causadas por Salmonella ocorreram nos Estados Unidos e
estavam associadas ao contato com répteis e anfibios.

Em anfibios, o primeiro relato de isolamento de Salmonella ocorreu em
1958, onde 15 de 27 sapos foram positivos para o patégeno (BOOL &
KEMPELMACHER, 1958). Apesar destes casos envolvendo o agente com
anfibios, poucos relatos sdo encontrados sobre sua incidéncia nesse grupo de
animais (CHAMBERS & HULSE, 2006).

Segundo Srikantiah (2004), o contato com anfibios e seu meio
ambiente podem ser um fator de risco para infecgcdes humanas por Salmonella
Javiana, sendo que 6rgaos oficiais de saude publica dos Estados Unidos
consideram esses animais como potencial fonte de contaminacdo para
salmonelose. Ras podem ser consideradas como espécies assintomaticas para
Salmonella sp (UNIVERSITY OF VIRGINIA, 2007).

Segundo Geue & Loschner (2002) e Mahajan et al. (2003), enquanto a
presenca de Salmonella em répteis e anfibios € considerada assintomatica,
condigdes sintomaticas sdo evidenciadas em humanos como resultado de
transmissao destes animais.

Shaib et al. (1979) sao unanimes em afirmar que tanto o sapo quanto a
ra sao reservatérios para Salmonella, desempenhando papel importante na
epidemiologia da enfermidade.

Bartlett et al. (1977) relataram a importancia de rads como fonte de
infeccdo de Salmonella para humanos, representando um alto risco de saude
publica e de acordo com sua pesquisa, 0 sorotipo mais comumente isolado foi
S. Typhimurium. Segundo Chambers & Hulse (2006), os dois sorovares de
Salmonella mais comumente isolados provenientes de répteis e anfibios,
36,1% do total, foram Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis. Estes
dois sorovares sao também os mais comuns nos Estados Unidos, responsaveis
aproximadamente por 50% de todas as infeccoes humanas (MERMIN et al.,
2004).

Salmonella Typhimurium é um dos principais sorotipos isolados em
casos esporadicos ou surtos no Brasil e esta associada a meningites,
especialmente em criangcas. Representa um risco para a populagdo que
consome alimentos contaminados por ela, devido a sua capacidade de
invasdo. Salmonella Typhimurium fagotipo DT 104 € considerada um patégeno



emergente e altamente virulento, resistente a varios antibiéticos (DDTHA/CVE,
SES-SP, 2005).

Meyrick (1978) analisando coxas de ras, relacionou este alimento como
sendo de alto risco pela contaminacao por Salmonella. Usdhew (1978) relatou
que a “Canadian Food and Drug” e a “Food and Drug Administration” sao
solicitadas freqlientemente para detectar Salmonella em coxas de ras.

Trichopoulos et al. (1971), Ang (1973) e Nickelson et al. (1975)
isolaram Salmonella sp. da carne e coxa de ras.

Geralmente coxas de ras entram na cozinha do consumidor ainda
cruas, e, apdés o0 cozimento organismos como a Salmonella, se estiverem
presentes, sao destruidos pela alta temperatura. Entretanto, utensilios e
superficies que entraram em contato com o produto “cru” podem vir a se
contaminar com Salmonella, representando sério risco quanto a contaminacgdes
cruzadas (ANDREWS et al., 1977).

Este alimento tem sido consumido por pessoas idosas e criangas em
hospitais, até mesmo, por administracao do homogeneizado, através de sonda,
para fortalecer enfermos que se encontram mais suscetiveis as infeccoes.
Portanto, se por um lado essa carne tem um elevado valor nutritivo, por outro,
deve apresentar uma boa qualidade microbiolégica, j& que tais consumidores
tém também maior suscetibilidade as doengas transmitidas por alimentos. Dai
a grande importancia de sua analise microbiolégica (RODRIGUES et. al.,
1994). Bartlett et al. (1977) sugeriram que carne de ra deve ser incluida em
lista de produtos que requerem certificados de Salmonella-free para sua

comercializacdo para o mercado nacional e internacional.

2.2 Ra Touro (Rana catesbeiana)

A ra-touro pertence a Familia Ranidae, Género Rana, Espécie
catesbeiana, sendo originaria da América do Norte, e introduzida no Brasil por
empreendedores que viram nesta espécie grandes potencialidades comerciais
pelas qualidades nutricionais e sabor delicado de sua carne (VIEIRA, 1993).

As ras sao incluidas entre as espécies que podem ser classificadas
como “pescado”, de acordo como Artigo 438, do Regulamento de Inspecao
Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal, Decreto Lei n° 1255 de



junho de 1962, pois o termo pescado compreende peixes, crustaceos,
moluscos, anfibios, quelénios e mamiferos de agua doce ou salgada usados na
alimentacdo humana (BRASIL, 1952).

Assim como todos os anfibios, a ra-touro € um animal ectotérmico, ou
seja, seu metabolismo € dependente da temperatura ambiente. Esta
caracteristica influi grandemente na producao comercial, pois, quando a
alimentacdo e a nutricdo ocorrem numa faixa de temperatura 6tima, ocorre
maior consumo de alimento por parte dos animais, possibilitando maior ganho

de peso em um menor espago de tempo (BRAGA & LIMA, 2001).

2.3 Caracteristicas da Ranicultura

A criacdo de rds ou ranicultura pode ter finalidade doméstica,
comercial, de povoamento ou repovoamento, podendo ser realizada por
métodos extensivos, semi-extensivos ou intensivos (LONGO, 1986).

Os ranarios podem ser construidos utilizando varias alternativas, ou
propostas de instalacbes e técnicas de manejo, dentre elas o Sistema
Anfigranja (LIMA et al., 2003). Anfigranja se caracteriza por sua disposicao
linear de piscina, abrigos e cochos, permitindo uma distribuicdo mais uniforme
dos animais no interior do tanque. Os tanques (de alvenaria) sdo construidos
no interior de galpdes, semelhantes aqueles utilizados nas granjas de engorda
de frangos (FZEA — USP, 2003). Possuem formato circular ou retangular, com
eficiente sistema de drenagens dos residuos e circulagdo da agua através de
um conjunto hidraulico de alta pressao (LIMA, 1997).

Atualmente, usam-se racbes comerciais extrusadas formuladas para
peixes carnivoros ou onivoros, em praticamente todos os criatérios. A reduzida
utilizacdo deste produto na ranicultura tem afastado o interesse das industrias
em desenvolverem e oferecerem ao mercado ragdes especificas e adequadas
para esse anfibio. Contudo, é possivel encontrar racdo rotulada para essa
espécie no mercado, porém sem informacdes de sua eficiéncia. Nenhuma
publicacdo é encontrada no Brasil avaliando racdes comerciais disponiveis,
que normalmente, sdo a alternativa mais usada dos produtores (CASALI et al.,
2005).



Na moderna ranicultura brasileira, praticamente estdo descartadas
situagbes de perdas de animais decorrentes de erros, falhas e
desconhecimento dos principios basicos de manejos sanitarios, nutricional e
zootécnico. E reconhecida a importancia da qualidade da agua, tipo de abrigo,
qualidade do alimento, treinamento, responsabilidade da mé&o de obra,
procedimentos gerais de limpeza e higienizacao do volume de agua, retirada
de sobras de alimentos, remocao dos dejetos e da pele trocada, além do uso
de solucdes desinfetantes, para que a criacdo nao sofra intercorréncias,
obtendo-se animais sadios € com peso adequado para a comercializacdo
(HIPOLITO, 1999, 2004).

Como a ranicultura € um ramo da aquicultura (arte de criar e multiplicar
animais e plantas aquaticas) todos que pretendem montar o seu ranario sao
obrigados a fazer seu registro de aquicultor junto ao Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA, conforme disposto na
Portaria n° 95-N, de 30 de agosto de 1993. Para comercializacdo da producao
o ranicultor também tera que obter a inscricao de produtor rural junto ao érgao
competente (FZEA-USP, 2003).

Por ser uma atividade em crescimento, pelo seu valor econémico e por
sua importancia como carne nobre ja devidamente reconhecida, normas e
procedimentos sanitarios recomendados para a carne da ra-touro fazem parte
da legislacdo vigente nacional (BRASIL, 1952) e internacional (CODEX
ALIMENTARIUS, 1983).

2.4 Aspectos Econémicos da Ranicultura Brasileira

Longo (1986) esclarece que a carne de ra é apreciada ha muito tempo
por toda a Europa, sendo um dos pratos favoritos e solicitados pelos aleméaes,
franceses, suicos, italianos, belgas e outros. Nos Estados Unidos, Canada,
México, Argentina, Chile, Uruguai e Brasil, o costume foi introduzido pela
imigracdo européia. Os maiores fornecedores mundiais sdo paises da Asia,
liderados pelo Japéao, especialista em processamento de alta qualidade, que
recolne a producdo da Malasia, Indonésia, e outros, processando-a e
comercializando-a. Turquia, Egito e Austria também concorrem na

comercializagao.



A ranicultura se iniciou no Brasil na década de 30, quando um técnico
canadense iniciou a criagcdo com alguns casais de Ra Touro Gigante (Rana
catesbeiana shaw), no Estado do Rio de Janeiro. Desde entdo muita coisa se
modificou, sendo que o Brasil foi o pioneiro na criagdo racional de ras (IMA,
2007). A ranicultura em cativeiro iniciou-se em Minas Gerais no ano de 1937 e
o sistema de criacao utilizado era extensivo em tanques, sendo que insetos e
larvas serviam como alimento para os animais. Com as pesquisas
desenvolvidas na Universidade Federal de Vicosa sobre um novo sistema de
criacdo de ras em cativeiro chamado anfigranja, a tecnologia de criacdo de
animais evoluiu, melhorando o desempenho da atividade (LIMA &
AGOSTINHO, 1988).

Segundo Mello (2004), a ranicultura estabeleceu-se no Brasil como
uma atividade econémica na década de 80. A estrutura do setor rural brasileiro
passou por significativas transformacdes na ultima década e esta situagao
dificultou ainda mais a sustentabilidade do pequeno produtor rural em suas
atividades tradicionais, revelando a urgente necessidade do desenvolvimento
de atividades compativeis com as caracteristicas sécio-econdmicas vigentes
(FEIX et al., 2006). Sistemas alternativos de producdo chamaram a atencao e
tornaram-se foco de atencdo de muitos interessados em expandir negécios e
gerar renda (ABDALLAH, 1998).

A carne de ra, oriunda de criacbes em cativeiro, € um produto com
mercado no Brasil e exterior e pode vir a ser um dos produtos capazes de
atender a demanda dos produtores rurais por atividades que sejam rentaveis e
nao exijam elevados investimentos financeiros (LIMA & AGOSTINHO, 1992). A
criacdo de ras em cativeiro vem cada vez mais se firmando como uma
atividade viavel e de grande potencial. Isto se deve, entre outros fatores, a
qualidade nutricional de sua carne, que possui um adequado balanceamento
de aminoacidos e baixo nivel de gordura e colesterol, 0 que se apresenta como
uma importante ferramenta de publicidade (CASALI et al., 2005).

O Brasil tem exportado desde o inicio da década de 80,
comercializando ras vivas para os Estados Unidos. Na década de 90, nosso
pais iniciou exportacdes de carne de ra congelada para a Argentina e Chile. No
mercado interno, entre os produtos comercializados estdo a ra fresca ou

congelada, em carcaca inteira ou em partes, principalmente coxas. A carne € o0



couro sao os principais produtos explorados comercialmente na ranicultura
(LIMA & AGOSTINHO, 1988).

Segundo Lima & Agostinho (1992), aproximadamente 55% do peso do
animal vivo a ser abatido pode ser aproveitado para fins comerciais. Os demais
produtos como dorso inteiro ou desossado e dorso em pedacos Sdo pouco
explorados.

Estudos estdo sendo feitos por institutos tecnolégicos para o
aproveitamento da carne do dorso da ra, na formulacdo de patés, conservas,
frogburger e emulsionados. O curtimento da pele e o desenvolvimento das
mantas de couro viabiliza a exportagdo do produto para a utilizagdo na industria
de couro em paises da Europa (MELLO, 2004). Além de bolsas, roupas, cintos
e sapatos de couro de ra, ainda ha um potencial para varias outras aplicagdes
de pele ou couro ra, inclusive na medicina humana, por exemplo, utilizacdo da
queratina da pele no tratamento de queimados e cremes cicatrizantes. O figado
da ra-touro, que corresponde a 5% de seu peso quando viva, pode ser usado
na alimentacdo humana em forma de patés ou preparados especiais, mas isso
€ mais comum no exterior (IMA, 2007, RAMOS, 2000). Segundo Silva &
Oliveira (1994), o 6leo extraido dos corpos adiposos pode ser utilizado na
producédo de cosméticos.

Quando comparada aos principais produtores do mundo, as
perspectivas para a ranicultura brasileira sdo promissoras, principalmente ao se
considerar as descobertas recentes que apontam para o surgimento de novos
subprodutos de alto valor agregado e passiveis de comercializacdo. O
crescimento da producao de carne de ra no Brasil a partir do final da década de
1980 é evidente. Enquanto em 1988, a producdo nacional era de apenas 29
toneladas/ano, em 2001, aproximou-se das 800 toneladas e movimentou cerca
de US$ 5,05 milhdes. De acordo com as estatisticas da Organizagdo das
Nacdes Unidas para a Agricultura e Alimentagdao (FAO), a producdo média
mundial de carne de ra no periodo 1989-2001 situou-se em torno das 5.500
toneladas anuais. O crescimento da producdo mundial do periodo foi de 13%,
enquanto no Brasil o crescimento superou 2600%, demonstrando o aumento
da participacao brasileira no total da produgdo mundial do produto. Em 2001 a
producdo mundial de carne de ra foi de 6.515 toneladas, provenientes em sua
maioria do continente asiatico - 73% (FEIX et al., 2006).



Na Regiao Sul do pais, de acordo com Poli et al. (2000), foram
produzidas aproximadamente 30,5 toneladas de carne de ra, sendo que
destas, 8 toneladas provieram do Estado do Rio Grande do Sul. A expanséao no
consumo da carne de ra ocorreu paralelamente ao crescimento do consumo de
outras carnes exéticas. No Brasil, a carne de ra é encontrada nos
estabelecimentos comerciais na forma de carcaga ou em coxas, sendo que no
mercado internacional ha uma forte preferéncia pelas coxas, sendo
praticamente inexistente a demanda por outro produto (LIMA et al., 1999).

Entretanto, a participacdo da carne de rd no consumo total de carnes
no Brasil ainda é insignificante, representando um consumo anual per capita de
apenas 5 gramas. Ja o consumo anual per capita das carnes bovina, suina,
frango e de pescado em 2000 foi de 36,5Kg, 10,5Kg, 29,9Kg e 7Kg,
respectivamente (FAVIER et al., 1999; ANUALPEC, 2000). O baixo consumo
da carne de ra esta associado com fatores culturais brasileiros, além dos altos
precos praticados em sua venda, sendo que a irregularidade da oferta do
produto nos pontos de venda e ainda a sua reduzida divulgacdo junto ao
mercado consumidor, contribuem para o baixo consumo quando comparado a
carnes de outras espécies.

Em virtude da criagdo de ra ainda estar em expansao no Brasil, muitos
estudos e pesquisas devem ser realizados com o intuito da sua viabilidade

econbmica, bem como, aspectos sanitarios, tecnolégicos e de manejo.

2.5 Processo de Abate de Ras

O abatedouro de ras é constituido essencialmente pelas areas de:
recepcao (area suja), evisceracdo (area limpa), embalagem, congelamento,
estocagem e expedicdo. Quando ocorre elaboracdo de produtos, além da
carne in natura, deve possuir também uma sala de processamento (MOURA &
RAMOS, 2007).

2.5.1 Fluxograma de Abate

Compreende as seguintes etapas, descritas a seguir:
Selecdao dos animais: os animais sao separados para o abate de
acordo com o seu peso, que normalmente pode variar entre 160 a 200 gramas.



Curral de espera (Figura 1): localizados ao lado do abatedouro.
Dispde de uma area coberta em ambas laterais (area sombreada) e uma outra
central em formato de tanque com fluxo continuo de agua. Os animais
selecionados para o abate permanecem neste curral por 24 horas e sem
fornecimento de racdo, com a finalidade de evitar a replecao intestinal e risco

de contaminacao cruzada durante o abate.

FIGURA 1: Curral de Espera

Pesagem: os animais sado retirados do curral de espera por um
colaborador do abatedouro momentos antes do abate através de uma rede
(pucd), colocados em um “saco” de nylon, fechado por um cordao e pesados
em balanca momentos antes de serem levados a insensibilizacdo. Em uma
planilha de controle os dados sdo anotados, a fim de se estabelecer o peso

vivo total dos animais abatidos no dia.

s

Area Suja

Imobilizacao (Figura 2): as ras sao insensibilizadas através de choque
térmico, com consequiente paralisacdo dos animais (FZEA-USP, 2003).
Colocam-se aproximadamente 300 ras em uma caixa de PVC “vazada”, e estas
sao mergulhadas em uma caixa de isopor, contendo agua clorada, sal grosso e
gelo. A caixa de isopor possui capacidade para duas caixas de PVC, sendo
entao retiradas em modo alternado. Ap6s aproximadamente 10 minutos as ras

estardo imoveis.



FIGURA 2: Imobilizagao

Pendura (Figura 3): apés insensibilizacdo os animais sao pendurados
em gancho de acgo inoxidavel pela porgéo distal do membro posterior em néria

mecanizada.

FIGURA 3: Pendura

Sangria (Figura 4): com a utilizacdo de tesoura o colaborador realiza
corte superficial transversal na regido do pescoco das ras com posterior sec¢ao
dos grandes vasos sanglineos. O animal permanece na area de sangria por
aproximadamente 10 minutos.



A
FIGURA 4: Sangria

s

Area Limpa

Retirada da Pele - “Pijama” (Figura 5): através da passagem pelo
“6culo” os animais entram na area limpa. E trocada a posicdo das ras na noria,
prendendo-se agora pela mandibula no sentido ventro-dorsal, em dire¢cao da
porcao central da cabeca. A pele é retirada com a utilizagao apenas das maos
soltando-a da regido do pescoco e a puxando em direcao da cloaca. A pele sai
inteira em forma de “pijama”.

FIGURA 5: Retirada da Pele

Eventracao (Figura 6): a carcaca novamente € colocada na néria
através do membro posterior e com auxilio de tesoura é realizada a abertura do
abdémen no sentido cabega-cloaca. Logo em seguida as patas sdo retiradas
na altura de suas articulagées utilizando-se tesoura cirurgica.



FIGURA 6: Eventracao seguida da retirada das patas

Evisceracao (Figura 7): nesta etapa, utilizando-se somente as maos,
o colaborador retira todos os érgaos no sentido cloaca-cabeca, sendo que a

cabeca da ra é retirada juntamente com as visceras.

FIGURA 7: Evisceracao

Limpeza e Separacao do Figado (Figura 8): ap6s evisceragdao o
figado é separado e colocado em um cesto de PVC perfurado. Manualmente
sao retirados os residuos do abate e outras visceras que ficaram aderidas no
figado. Depois de sua limpeza o figado € armazenado em bandeja de PVC

para posterior pesagem e embalagem.



FIGURA 8: Limpeza e separacao do figado

Toalete (Figuras 9 e10): séo retirados residuos de sangue coagulado,
gordura visceral e 6rgaos. As carcacas sao retiradas da néria e colocadas em
bandeja de PVC com agua.

FIGURA 9: Toalete FIGURA 10: Toalete

Lavagem e Resfriamento (Figura 11): as carcacas sao colocadas em
um cesto de aco inox com formato redondo e mergulhadas em dois tanques.
Os tanques possuem agua gelada e o cesto permanece em média 10 minutos
em cada tanque.



FIGURA 11: Lavagem e Resfriamento

Corte e Embalagem (Figura 12): quando retiradas do resfriamento as
carcagas sao colocadas em caixa de PVC sobre uma mesa de aco inox, e com
auxilio de tesoura sao realizados os cortes comercias. S&0 embalados tanto os
cortes como também as carcacas inteiras em sacos plasticos com a logomarca

da empresa.

FIGURA 12: Corte e Embalagem

Pesagem : em mesa de aco inox o peso do produto é conferido com o
auxilio de balanca. Apds pesagem o produto final € lacrado em sua embalagem
comercial.

Congelamento: os produtos sdo levados imediatamente para camara
de congelamento a -18°C.

Expedicao: area do abatedouro de onde os produtos congelados séao

expedidos por passagem exclusiva.



Em todas as fases do abate (pendura ao toalete) utiliza-se agua tratada
que circula e é pulverizada através de encanamentos e chuveiros paralelos a

néria mecanizada.



3. OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo:

a) avaliar a ocorréncia de Salmonella spp. no processo de abate de
ras;
b) determinar as etapas criticas de contaminagdo por este

patdgeno.



4. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado em um matadouro-frigorifico de ras, com
registro no Servigo de Inspecao Federal do Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento (MAPA) e estabelecido no Distrito Federal (DF).

4.1 Colheita de amostras

Estabeleceu-se como unidade amostral enxagles de carcagas de ras
em diferentes pontos de seu processo de abate, além da coleta e andlise de
agua do curral de espera, visceras e figado dos animais, colhidos no periodo
de janeiro a setembro de 2007.

As coletas foram divididas em 8 visitas ao local de abate, com uma
média de 2 coletas por ponto/dia. Foram colhidas aleatoriamente 120 amostras,
sendo 15 para cada ponto do processo descrito a seguir:

o Enxagle de carcacas de ras pés-insensibilizacao;

o Enxagle de carcacas de ras pds-sangria;

o Enxagle de carcacas de ras ap0s retirada da pele;

o Enxagle de carcacas de ras pds-evisceracao;

o Enxagle de carcacas de ras - produto final ndo embalado;
e  Agua do Curral de Espera;

o Visceras;

o Figado.

Os enxagiies das carcacas foram realizados com 300 mL de Agua
Peptonada Tamponada a 1% (APT 1% - Oxoid) por aproximadamente 3
minutos, utilizando um saco plastico estéril. A cada ponto do processo
analisado, as ras foram colocadas dentro dos sacos estéreis juntamente com a
APT 1% e entdo massageadas durante o periodo pré-estipulado. Para a
colheita da agua do curral de espera, visceras e figados, foram coletados
respectivamente £100mL, £50g e +50g de amostra, empregando o mesmo tipo
de saco plastico.

Apo6s a colheita, as amostras foram dispostas e armazenadas em
caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel, e transportadas e analisadas no
mesmo dia. As analises foram realizadas no Laboratério de Analises de



Alimentos e Agua Sabinbiotec Biotecnologia LTDA, situado na cidade de
Taguatinga (DF).

4.2 Pesquisa de Salmonella spp.

A metodologia utilizada foi a preconizada pela International
Organization for Standardization — International Standard ISO 6579:2002 —
Microbiology of food and animal feeding stuffs (Horizontal method for the
detection of Salmonella spp.), com modificacdes (ISO, 2002).

4.2.1 Analise das amostras

Para as amostras de agua dos currais de espera foram pipetados 25 +
0,2 mL, sendo que para as visceras e figados foram pesados 25 + 0,2 g da
amostra em sacos plasticos estéreis. Em ambos foram adicionados 225 mL de
Agua Peptonada Tamponada 1%, e homogeneizados por 60 segundos. Para
todas as amostras, inclusive o0s enxagles, a temperatura de incubacao
utilizada na etapa de pré-enriquecimento foi de 37 = 1°C por 18 horas = 2
horas.

A partir da mistura pré-enriquecida, foram transferidas aliquotas de 0,1
mL para tubos contendo 10 mL de Caldo Rappaport Vassiliadis com Soja (RVS
- Oxoid) e 1 mL para tubos contendo 10 mL de Caldo Tetrationato Muller-
Kauffmann (MKTTn - Oxoid) suplementado com iodo (Sigma-Aldrich) e
novobiocina (Sigma-Aldrich). Os tubos do Caldo RVS foram incubados a 41,5 £
1°C em banho-maria com agitacdo por 24 horas (x 3 horas) enquanto que o
Caldo MKTTn foi incubado por 24 horas (£ 3 horas) a 37 £ 1°C em banho-maria
com agitacao.

Os caldos seletivos de enriquecimento (RVS e MKTTn) com o auxilio
de alcas de 3mm de diametro, foram estriados sobre a superficie previamente
seca dos agars Xilose Lisina Desoxicolato (XLD — Difco, Becton Dickinson) e
Verde Brilhante Violeta Cristal Lisina Manitol (MLCB - Oxoid), de forma a se
obter colbnias isoladas. As placas foram incubadas invertidas, a 37 + 1°C por
24 horas (+ 3 horas).

Apés incubacéao, as placas foram examinadas quanto a presenca de
colénias tipicas de Salmonella, sendo estas repicadas para tubos contendo
Agar Triplice Agtcar Ferro (TSI — Difco, Becton Dickinson) e Agar Lisina Ferro



(LIA — Difco, Becton Dickinson), ambos a seguir incubados a 37 = 1°C por 24
horas (x 3 horas).

Apo6s incubagdo, as colbénias que desenvolveram caracteristicas
bioquimicas tipicas para o género pesquisado foram submetidas a uma série
bioquimica complementar, descrita a seguir: produgao de urease, deteccdo de
beta-galactosidase, reagdo de Voges-Proskauer e prova do indol.

Para as culturas que apresentaram comportamento bioquimico
compativel com Salmonella spp. foram realizados testes soroldgicos frente ao
anti-soro polivalente “O” (Probac, Brasil), para confirmacao do resultado. Os
resultados foram expressos como Presenca ou Auséncia de Salmonella spp. A
metodologia encontra-se esquematizada na Figura 13.

Pre-enriquecimento APT 1%
37 £ 1°C/18+2h (Lavagem /25mL/25g)
1
Enriquecimento Seletivo

41,5+ 19C e 37+ 1°C
24+3h

Plagueamento Seletivo
37+ 1°C/24+ 3h

Seérie Bioguimica
37+ 19C/24+ 3h

Série Bioguimica
Complementar
37+ 1°C/24+ 3h

Polivalente
Anti-O

Sorologia

APT 1% - Agua Peptonada 1% Tamponada TSI - Agar Ferro Triplice Acticar
RVS - Caldo Rappaport Vassiliadis com Soja LIA - Agar Lisina Ferro
MKTTn - Caldo Tetrationato Muller-Kauffmann com Novobiocina Uréia - Prova da Uréia

XLD - Agar Xilose Lisina Desoxicolato VP - Reagao de Voges-Proskauer
MLCB - Agar Verde Brilhante Violeta Cristal Lisina Manitol Indol - Prova do Indol
ONPG - Detecgao de Beta-galactosidase

FIGURA 13: Metodologia utilizada para recuperacdo e isolamento de
Salmonella spp.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes as 120 amostras analisadas no tocante a
presenca ou auséncia de Salmonella spp., independentemente do ponto de

coleta, encontram-se na Tabela 1.

TABELA 1 — Numero (N9) e porcentagem (%) de amostras negativas e
positivas para Salmonella spp., independentemente do ponto de colheita
dentro do fluxograma de abate de ras.

Amostras N2 ( %)

Negativas 81 (67,5)
Positivas 39 (32,5)
TOTAL 120 (100)

Do total de amostras analisadas 120 (100%), 39 (32,5%) mostraram-se
positivas.

Em todos os pontos de colheita analisados (d4gua — curral de espera,
carcaga pos-insensibilizacdo, carcaca pos-sangria, carcaca apds retirada de
pele, carcaca pods-evisceracdo, visceras, produto final e figado), foram
detectadas amostras positivas para o patégeno, sendo que a porcentagem
destas variou de 13,3% a 53,3% (Tabela 2).



TABELA 2 — Numero (N9) e porcentagem (%) de amostras positivas para
Salmonella spp. em cada um dos pontos do fluxograma de abate de ras
para um total de 15 amostras por ponto.

Pontos N2 N2 (%) de amostras
amostras positivas

Agua — Curral de Espera 15 4 (26,7)
Pés-insensibilizagédo (carcaca) 15 2 (13,3)
Pés-sangria (carcaca) 15 2 (13,3)
Apés Retirada de Pele (carcaca) 15 4 (26,7)
Pés-evisceracao (carcacga) 15 7 (46,7)
Produto Final (carcaca) 15 6 (40)

Visceras 15 6 (40)

Figado 15 8 (53,3)

A contaminacéo ja observada na agua do curral de espera (12 ponto de
colheita dentro do fluxograma), sendo que das 15 amostras pesquisadas, 4
(26,7%) mostraram-se positivas. Durante as colheitas nos tanques, foi
observado com freqiéncia que a agua encontrava-se com acumulo de residuos
organicos e volume reduzido da reposicdo de agua, situagdes que podem ter
favorecido a sobrevivéncia e a manutencao do patégeno neste ambiente (Fig.
1).

A ocorréncia de amostras positivas neste ponto de colheita indica que
ha possibilidade destes animais serem portadores de Salmonella excretando-a
via fezes, o que confirmaria o relato de outros pesquisadores que mostram ser
a rd um reservatorio deste patdégeno. Sharma et al. na ltalia (1974) isolaram
Salmonella spp. em 18 amostras (14%) do trato gastrentestinal de um total de
129 animais analisados. Os sorotipos mais frequentemente encontrados foram
0s que, segundo os autores, possuiam grande importancia epidemiolégica, ja
que existia uma associacdo dos mesmos a doengas em varias espécies
animais e em humanos. Nickelson et al. (1975) também isolaram Salmonella
spp. em 6érgaos internos de 10 (22,2%) ras, em um total de 45 (100%)

analisadas. Esse mesmo percentual de contaminacdao também foi obtido por



Andrews et al. (1977). Ambos os grupos de pesquisadores reforcaram o papel
das ras como reservatorio de Salmonella. Bartlett et al. (1977) isolaram o
patdbgeno em 21% das amostras de carne de ras analisadas e em 25% das
amostras de agua dos aquarios onde as mesmas encontravam-se. Moreno et
al. (1995), encontraram positividade de 60% para Salmonella spp em ras da
espécie Rana perezi. Dados mais recentes publicados por Chambers & Hulse
(2006) reforgaram mais uma vez o papel dos anfibios como reservatérios de
Salmonella spp, ja que 36 das 92 amostras de “swab” cloacal desse grupo de
animais mostraram-se positivos para o patégeno, correspondendo a 39,1% do
total analisado.

Esta contaminacdo inicial constitui-se em um problema que ja vem
sendo discutido ha varios anos. Em 197, Shrivastava sugeriu que as ras
deveriam ser mergulhadas por 24 horas em um tanque com &agua corrente e
anti-séptico, permitindo assim uma maior remocao dos microrganismos da pele
e trato gastrentestinal.

A contaminacgdo inicial detectada no curral de espera pode ter se
refletido no nimero de amostras positivas detectadas nos dois proximos pontos
de colheita do fluxograma de abate: apds a insensibilizacdo a apds a sangria
dos animais. Em ambos, a porcentagem de amostras positivas foi de 13,3% (2
amostras positivas). Esta positividade pode ser originaria do ambiente em que
0s animais encontravam-se na fase pré-abate por adesao do patégeno a pele
do animal. Investigacbes quanto a quantidade ideal de cloro a ser utilizado
durante a insensibilizacdo poderiam contribuir para a reducdo das
porcentagens de contaminacgéo por Salmonella spp. nesta fase do processo.

Os resultados obtidos nas etapas de retirada de pele e evisceragao
deixam patente que as contaminagdes aumentam com porcentagens de
positividade de 26,6% e 46,6% respectivamente.

Uma maior contaminag¢ao também é observada no produto final (40%),
nas visceras (40%) e nos figados (53,3%).

Pode-se afirmar, que a partir do momento em que a manipulacao
aumenta durante o processo de abate, evidencia-se também um aumento no
numero de amostras positivas para Salmonella spp.

A etapa critica parece ser a evisceracao, ja que a partir dai, observou-
se um aumento de, aproximadamente, 75% na ocorréncia do patégeno (de



26,7% para 46,7%). A partir dai, os resultados permanecem praticamente
constantes, embora ainda em um patamar elevado (visceras e produto final =
40%)

No abate de outras espécies de animais de acougue (bovinos, suinos e
aves), a evisceragcao também € considerada uma etapa de fundamental
importancia na contaminacao das carcacas (JAY, 2000). Falhas durante a sua
execucao podem levar ao extravasamento do conteudo intestinal e
consequente contaminacdo das carcacas e/ou visceras, seja ela direta ou
indireta (cruzada), através dos manipuladores, utensilios e equipamentos.

De todas as amostras avaliadas, os figados foram as que
apresentaram o maior indice de positividade para Salmonella spp. (53,3%).
Além da contaminacao fecal que pode ter ocorrido durante a evisceracao, estas
visceras também sao submetidas a uma intensa manipulagcao (Fig.12), fator
que pode explicar estes elevados valores para o patégeno.

A contaminacao do produto final, embora menor (40%) é preocupante
do ponto de vista de saude publica, sendo um reflexo de todas as etapas
anteriores, desde o pré-abate, até a sua colocacado nas embalagens primarias.
Colocado no comércio varejista nestas condi¢coes, nestas condi¢ces, pode
servir de veiculo para a ocorréncia de casos e/ou surtos de salmonelose
humana.

Outros resultados relativos a contaminacédo do produto final, embora
esparsos, podem ser encontrados na literatura e sédo bastante variaveis,
embora, na maioria das vezes, revelem um namero alto de amostras positivas
para Salmonella spp.

Yde et al., na Bélgica (1985), analisaram 75 amostras de carne de ra
congelada e encontraram 71% de positividade para o patégeno.

Uma alta positividade para o patégeno (97% das amostras
pesquisadas) também foi encontrada por Rodrigues et al. (1994), ao
analisarem amostras de carne de ra comercializada em Niteréi, RJ.

Resultados diversos foram observados por Silva & Oliveira (1994) ao
trabalharem com amostras de carne de ra procedentes de dois diferentes
abatedouros. No primeiro abatedouro fiscalizado pelo Servico de Inspecéao

Federal (SIF) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),



todas as amostras (80) mostraram-se negativas para Salmonella spp, sendo
qgue nos “abatedouros domeésticos”, 21,2% eram positivas.

Todos os dados da literatura nacional e internacional confirmam que a
carne de ra pode ser um importante veiculo de Salmonella spp. ao homem.
Assim, todos os cuidados devem ser tomados, desde a fase de producéo
primaria, nos ranarios, até a colocagao do produto final no comércio varejista,
para que essa ocorréncia diminua.

No Brasil, a realizacdo de estudos que permitam o desenvolvimento de
técnicas e procedimentos para diminuir a contaminacao dos animais, de suas
carcagas e do produto final, € de extrema importancia, haja vista os elevados
indices de contaminacéao para Salmonella spp. detectados nos varios pontos do
processo de abate no presente estudo.



6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que:

- a carne de ra, produto final, obtida nas condigdes estudadas, pode
representar um sério risco a saude publica, como veiculo de Salmonella spp.

- a contaminacao detectada nos varios pontos de colheita se da de forma
gradativa e continua ao decorrer do abate.

- das etapas estudadas, a evisceracdo é a mais critica em relacdo a
contaminacao por Salmonella spp.

- € necessaria a implementacdo de pontos criticos de controle no processo de
abate e, consequentemente, acdes corretivas para minimizar tais

contaminacgoes.
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ABSTRACT

The study aimed to assess the occurrence of Salmonella spp. in several parts of the flowchart
of the slaughter of frogs (Rana catesbeiana - Bullfrog), since the waiting pens until the final
product, as well as in viscera not edible and in the liver. Of the 120 samples analyzed over the
slaughter (15 samples per point / 8 points of collection), 39 (32,5%) have proved positive,
regardless of the point of harvest. For these, obtained the following results: 26,7% of positivity in
the water of waiting pens, 13,3% after stunning and after the bleeding, 26,7% after the
withdrawal of skin, 46,7% after evisceration, 40% in the final product not packed and for the
viscera, and 53,3% for the liver. It follows that the meat of frog, the final product, obtained under
the conditions studied, may represent a serious risk to public health, as a vehicle of Salmonella
spp. The contamination detected in the various points of collection occurs in a gradual and
continuous course of the slaughter. In stages studied, the evisceration is the most critical point
of the contamination by Salmonella spp. It's necessary establish critical control points in the

process of slaughter and, therefore, correct actions to minimize such contamination.



INTRODUCTION

Food safety to public health is very important, especially when considered the current
data concerning the emergence and resurgence of various foodborne diseases (70). This
significant increase in cases of foodborne diseases have been observed in many countries in
recent years (12). Vehicles in most outbreaks are foods from animal origin, that may have come
into contact with a pathogen of relevance in relation to the Public Health during his obtaining or
processing (8).

The infections caused by bacteria of the genus Salmonella are universally regarded,
at the present time, as one of the most important causes of foodborne diseases (13).

Salmonella spp. is widely distributed in nature, and the intestinal tract of humans and
animals, the main natural reservoir. It can be found in birds, pigs, cattle, equines and wild
animals (rodents, amphibians and reptiles), and in many outbreaks of foodborne infection
caused by Salmonella, the meat, among varied types of foods, is the most commonly involved
(6).

In amphibians, the first report of isolation of Salmonella was in 1958, where 15 of 27
frogs were positive for the pathogen (3). Despite these findings Salmonella in amphibians, few
reports are found about their incidence in these animals (4). Official organs of public health
shows that amphibians in general may harbor Salmonella (17, 2) and frogs can be considered
reservoirs for Salmonella spp. (18).

It's important that the consumption of frog’s meat has shown significant increase in
Brazil (5), even being consumed by the elderly and children in hospitals, people who are more
susceptible to infections. So if on the one hand this meat has a high nutritional value, on the
other hand, should give a good microbiological quality, as these consumers also have greater
susceptibility to diseases transmitted by food. Hence the great importance of their safety from a

microbiological point of view (74).



OBJECTIVES

This work aimed to:

¢) evaluate the occurrence of Salmonella spp. in the process of the slaughter of
frogs;
d) determine the critical stages of contamination by this pathogen during the

process.

MATERIALS AND METHODS

The work was conducted in a frog slaughterhouse, with registration at the Federal
Inspection Service of the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply (MAPA) and established
in Federal District, Brazil.

The frog carcasses were analysed in different points of the slaughter process, beyond
the collection and analysis the water of waiting pens, liver and viscera of animals, harvested in
the period from January to September of 2007.

Randomly 120 samples were collected, being 15 for each point of the process as
described below: rinse the carcasses of frogs after stunning, after the bleeding, after the
withdrawal of skin, after evisceration and the final product not packed, and yet, collection and
analysis of water from the waiting pens, viscera and liver.

The methodology used was recommended by the International Organization for
Standardization, International Standard ISO 6579:2002 - Microbiology of food and animal
feeding stuffs (Horizontal method for the detection of Salmonella spp.), with modifications (7).

In every point of the process the carcasses rinses were performed in sterile plastic
bags, with 300 ml of buffered peptone water (BPW; Oxoid) for about 3 minutes, and those
carcasses were discarded, preserving only the rinses liquid to search the pathogen.

For the water samples of waiting pens, 25 = 0.2 ml were pipetted and for the viscera
and livers were weigh 25 + 0.2 g of sample in sterile plastic bags. In both were added 225 ml of
buffered peptone water, and homogenized for 60 seconds. For all samples, including the rinses,
the temperature of incubation used in this step of pre-enrichment was from 37 + 1°C for 18

hours + 2 hours.



From the pre-enriched mixture, were transferred aliquots of 0.1 ml to tubes containing
10 ml of Rappaport-Vassiliadis Soya Peptone broth (RVS; Oxoid) and 1 ml to tubes containing
10 ml of Muller-Kauffmann Tetrathionate broth base (MKTTn; Oxoid) supplemented with iodine
(Sigma-Aldrich) and novobiocin (Sigma-Aldrich). The tubes of RVS were incubated at 41,5 +
1°C in water-bath with agitation for 24 hours (x 3 hours) while the broth MKTTn was incubated
for 24 hours (= 3 hours) at 37 £ 1°C in water-bath with agitation.

The selective enrichment broths (RVS and MKTTn) with the aid of handles with 3mm
of diameter, were streaked onto the surface previously dry of Xilose Lysine Desoxycholate agar
(XLD; Difco, Becton Dickinson) and Mannitol Lysine Crystal Violet Brilliant Green agar (MLCB;
Oxoid), to get isolated colonies. The plates were incubated at 37 + 1°C for 24 hours (+ 3 hours).

After incubation, the plates were examined for the presence of typical colonies of
Salmonella, and than picked to tubes containing Triple Sugar-lron agar (TSI; Difco, Becton
Dickinson) and Lysine Iron agar (LIA; Difco, Becton Dickinson), both incubated at 37 + 1°C for
24 hours (x 3 hours).

After incubation, the colonies that developed morfological characteristics typical for the
genus searched were subjected to other biochemical tests described below: production of
urease, detection of beta-galactosidase, Voges-Proskauer and indol reactions.

For those cultures that had biochemical behavior consistent with Salmonella spp.,
serologic tests were performed with the polyvalent "O" antiserum (Probac, Brazil), to

confirmation the result. The results were expressed as Presence or Absence of Salmonella spp.

RESULTS AND DISCUSSION

The results for the 120 samples analyzed in relation to the presence or absence of

Salmonella spp., regardless of the point of collection, are in Table 1.

Table 1 — Number (N°) and percentage (%) of negative and positive samples for

Salmonella spp. regardless of the point of harvest within the flow of slaughter of frogs.



Samples N2 (%)

Negative 81 (67,5)
Positive 39 (32,5)
TOTAL 120 (100)

At all points of collection tested, samples were found positive for the pathogen, and
the percentage of these ranged from 13,3% to 53,3% (Table 2).
Table 2 — Number (N°) and percentage (%) of positive samples for Saimonella

spp.- in each of the points in the flow of slaughter of frogs (15 samples per point).

Ne? of
Points samples N2 (%) of positive

analysed samples
Water — Waiting pens 15 4 (26,7)
After Stunning (carcass) 15 2 (13,3)
After the Bleeding (carcass) 15 2 (13,3)
After the Withdrawal of Skin (carcass) 15 4 (26,7)
After Evisceration (carcass) 15 7 (46,7)
Final Product (carcass) 15 6 (40)
Viscera 15 6 (40)
Liver 15 8 (53,3)

The contamination has been observed in the water of waiting pens (1* point of harvest
in the flowchart), from those 15 samples researched, 4 (26,7%) were positive. During the
harvests, it was observed with frequency that the water were with accumulation of organic
residues, being small the flow of its replacement in tanks.

The occurrence of positive samples in this point of harvest indicates that some of
animals were harboring the agent, when it reaches the waiting pens, this would confirm the
account of other researchers that shows be the frog a reservoir of this pathogen. Sharma et al.
(15) in ltaly isolated Salmonella spp. in 18 samples (14%) of the gastrointestinal tract in a total

of 129 animals examined. The most frequently serotypes found were those, according to the



authors, have major epidemiologic importance, as there was an association of the same
serotypes with diseases in several animal species and humans. Nickelson et al. (771) also
isolated Salmonella spp. in internal organs from 10 frogs (22,2%), in a total of 45 analyzed. The
same percentage of contamination was also obtained by Andrews (7). Both groups of
researchers strengthened the role of frogs as a reservoir of Salmonella. Bartlett et al. (2)
isolated the pathogen in 25% of water samples from aquariums where they were. Moreno (9),
found positivity of 60% for Salmonella spp. in frogs of the species Rana perezi. More recent
data published by Chambers & Hulse (4) reinforced once again the role of amphibians as
reservoirs of Salmonella spp., since 36 of 92 samples of cloacal swabs in that group of animals
proved positive for the pathogen, corresponding to 39,1% of the total analyzed.

The initial contamination detected in waiting pens may have been reflected in the
number of positive samples found in the next two points of collection in flowchart of slaughter:
after stunning and after the bleeding of animals. In both, the percentage of positive samples
was 13,3% (2 positive samples).

The results obtained in steps of the withdrawal of the skin and after evisceration make it
clear that the contamination increases with percentages of positivity of 26,7% and 46,7%
respectively.

One greatest contamination was also observed in final product (40%), in viscera (40%)
and in liver (53,3%).

The evisceration seems to be the critical stage, because there was an increase of,
approximately, 75% in the occurrence of the pathogen (from 26,7% to 46,7%). In subsequent
points the results remain practically constant, although still in a high level (viscera and final
product = 40%).

Of all the samples evaluated, the livers were those that had the highest rate of positivity
for Salmonella spp. (53,3%). Besides the fecal contamination that may have occurred during
evisceration, these visceras are also subjected to intense manipulation, factor that can explain
these high values for the pathogen.

The contamination of the final product, although lower (40%), is worrying from the

point of view of public health, being a reflection of all previous steps, from the pre-slaughter,



until his release in primary packaging. Placed in retail trade in these conditions can serve as a
vehicle for the occurrence of cases and/or outbreaks of salmonellosis in human.

Other results relating the contamination of the final product, although sparce, can be
found in the literature and these results are quite variable, although, in most cases, reveal a
high number of positive samples for Salmonella spp. Yde et al. (19) in Belgium analyzed 75
samples of frogs frozen meat and found 71% of positivity for the pathogen. In Brazil, different
results were observed by Silva & Oliveira (16) working with samples of frogs meat from two
different slaughterhouses (A and B). In the first (slaughterhouse A), monitored by the Federal
Inspection Service (SIF) of the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply (MAPA), all
samples (80) were negative for Salmonella spp., and in B (“domestic slaughterhouses”), 21,2%

were positive.

6. CONCLUSIONS

Based on the results obtained, it's concluded that:
- the meat of frog, final product, obtained under the conditions studied, may represent a serious
risk to public health, as a vehicle for Salmonella spp.
- the contamination detected in the various points of collection occurs in a gradual and
continuous in the elapse of slaughters course.
- from steps studied, the evisceration is the most critical of the contamination by Salmonella
spp.
- it's necessary implantation critical control points in the process of slaughter and, therefore,

corrective actions to minimize such contamination.
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