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Resumo

O consumo de carne de frango tem aumentado nos ultimos anos, favorecido por diferentes fatores.
No entanto, quando esse alimento ¢ manipulado sem cuidados higiénicos pode ser fonte de agentes
etiologicos causadores de enfermidades. O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade
microbioldgica de 60 amostras de carnes de frango industrial resfriadas in natura, coletadas de 20
estabelecimentos comerciais do municipio de Sinop — Mato Grosso. As avaliagdes microbiologicas
foram compostas por: enumeragao de coliformes totais e termotolerantes, pesquisa de Escherichia
coli e identificagdo de Salmonella spp. Em 100% das amostras foram encontrados coliformes totais.
Seis amostras apresentaram valores de coliformes termotolerantes > 3NMP/g, porém ndo
extrapolaram o padrio, 10°NMP/g, exigido pela legislacdo brasileira. Das 60 amostras avaliadas,
8,3% apresentaram contaminagao por E. coli e 8,3% estavam contaminadas por Sa/monella spp. Em
30% dos mercados foram obtidas amostras contaminadas por E. coli (10%) e Salmonella spp. (20%),
sendo consideradas improprias para o consumo. Os sorovares de Sa/monella spp. encontrados foram:
Hadar, Minnesota, Heidelberg e Kentucky. Dessa forma, hé a necessidade de que sejam aplicadas
boas praticas de fabricacdo, higiene e manipulagao de alimentos nos estabelecimentos a fim de reduzir
a contaminag¢ao por microrganismos no produto final e os riscos para a saude coletiva.
Palavras-chave: Cortes carneos. Frango. Contaminacdo. Escherichia coli. Salmonella.

Abstract

The chicken meat consumption has increased in recent years favored by different factors. However,
when this food is manipulated without hygienic care, can be a source of etiological agents that cause
diseases. The objective of this study was to evaluate the microbiological quality of 60 samples of
fresh chilled chicken meat cooled in nature, collected from 20 commercial establishments in the
municipalyti of Sinop — Mato Grosso. The microbiological assessments were composed of:
enumeration of total and thermotolerant coliforms, Escherichia coli research and identification of
Salmonella spp. In 100% of the samples total coliforms were found. Six samples presented
thermotolerant coliform values >3 NMP / g, but did not extrapolate the standard 10*NMP / g required
by brazilian legislation. Of the 60 samples evaluated, 8.3% presented contamination by E. coli and
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8.3% were contaminated by Salmonella spp.. In 30% of markets were obtained contaminated samples
by E. coli (10%) and Salmonella spp. (20%), being considered unsuitable for
consumption.Theserovars of Sal/monella spp. found were: Hadar, Minnesota, Heidelberg and
Kentucky.In this way, there is a need for good manufacturing practices applied, hygiene and food
handling in establishments in order to reduce contamination by microorganisms in the final product
and the risks to collective health.

Key words: Meat cuts. Chicken. Contamination. Escherichia coli. Salmonella.
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Introducao

O consumo ¢ a produgao de carne de frango t€ém aumentado nos ultimos anos no pais, alcangando 41,1
quilos per capita e 12,9 milhdes de toneladas respectivamente, em 2016, tornando o Brasil o segundo
maior produtor de carne de frango do mundo V. Proje¢des indicaram que a taxa de consumo continuara
em ascensdo constante a cada ano . Diversos fatores favorecem o consumo desse alimento, sendo
considerado saudavel por conter ferro, vitaminas, proteinas de boa qualidade, pouca gordura e por ser
adequado para todas as idades .

No entanto, a carne de frango pode se tornar fonte de veiculagdo de microrganismos patogénicos quando
produzida, manipulada ou armazenada sem os devidos cuidados higiénico-sanitarios ®. A ingestio de
alimentos contaminados com patégenos, provenientes de manipulagdo e processamento inadequados,
torna-se um dos riscos mais importantes a satde coletiva ). Dentre os microrganismos patogénicos
capazes de causar infec¢do alimentar destacam-se Escherichia coli e Salmonella spp., os quais, quando
presentes no alimento e ingeridos, podem colonizar o intestino humano e alterar o funcionamento do trato
gastrointestinal levando a ocorréncia de enterites.

Desse modo, para que a carne de frango e os produtos derivados apresentem boa qualidade microbiologica
e sejam indcuos para o consumidor, € necessario garantir que adequados padrdes higi€nico-sanitarios
durante a produgio, processamento, manipulagio e comercializagio desses produtos sejam adotados ©.
Nesse contexto, as andlises microbiologicas podem ser empregadas para investigar a contaminagao por
microrganismos indicadores, que permitem inferir se as condigdes higiénico-sanitarias da produgdo foram
adequadas, assim como se o alimento em questiio € indcuo para o consumo .

Assim, considerando-se a cultura de consumo de carnes a granel na cidade de Sinop — MT e a falta de
estudos sobre a qualidade desse produto disponivel ao consumidor local, faz-se necessaria a avaliagdo da
qualidade microbiologica desse alimento, destinado ao consumo humano. Considerando o contexto
exposto, o presente estudo foi elaborado de modo a avaliar a qualidade microbiologica de coxa e
sobrecoxa de frango resfriadas, comercializadas a granel em mercados do municipio de Sinop — MT,
mediante a enumeragao de coliformes totais e termotolerantes, pesquisa de Escherichia coli, identificacao
de Salmonella spp. e sua sorotipificagao.

Material e métodos

Para a realizacdo desta pesquisa, foram adquiridas 60 amostras, contendo no minimo 200 gramas, de
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coxa e sobrecoxa unidas e resfriadas, obtidas de frangos industriais e vendidas a granel em
estabelecimentos comerciais no periodo de outubro de 2014 a abril de 2015. As amostras foram
adquiridas em 20 estabelecimentos comerciais no municipio de Sinop — Mato Grosso, coletando-se
simultaneamente trés amostras embaladas separadamente no proprio estabelecimento comercial. Os
exemplares foram acondicionados em caixa isotérmica com gelo reciclavel e transportados ao
Laboratério de Microbiologia Veterinaria do Campus Universitario de Sinop para a realizacdo de
andlises microbioldgicas compostas por: enumeragdo de coliformes totais, coliformes
termotolerantes, Escherichia coli e pesquisa de Salmonella spp. ¢,

Para a enumeracao de coliformes totais e termotolerantes, foram utilizados 25 gramas da amostra,
coletadas assepticamente, adicionando-as a 225 mL de 4gua peptonada 0,1% (ACUMEDIA®,
Michigan, EUA) e homogeneizada manualmente por 10 minutos. Em seguida, 1 mL desta solucao
foi transferida para um tubo contendo 9 mL de dgua peptonada 0,1%, procedendo-se a dilui¢do seriada
até 107, A partir de cada dilui¢ao obtida foi transferido 1 mL para trés séries de trés tubos contendo
10 mL de Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) (KASVI®, Parana, Brasil), posteriormente incubados
em estufa bacteriologica a 35 °C durante 48 horas.

ApoOs incubacao, foram considerados positivos os tubos que estavam turvos e apresentavam gas no
interior dos tubos de Durham. De cada tubo positivo foi transferida uma aliquota de alca
bacteriologica para tubos contendo caldo Bile Verde Brilhante 2% (VBBL 2%) (HIMEDIA®,
Mumbai, India) e uma algada para caldo Escherichia coli (EC) (HIMEDIA®), sendo incubados
respectivamente em estufa bacterioldgica a 35 °C/48h e em banho Maria a 44,5 °C/24h. Dos tubos
positivos para VBBL 2% e EC (turvos e com produ¢do de gas no tubo de Durham) procedeu-se,
respectivamente, o calculo de numero mais provavel (NMP) de coliformes totais e termotolerantes.

A partir dos tubos de caldo EC positivos iniciou-se a identificacdo de E. coli, sendo semeada uma
aliquota em placas contendo dgar “Eosyn Methylen Blue” (HIMEDIA®). De cada placa foram
selecionadas no minimo cinco colonias com crescimento caracteristico de E. coli para identificacdo
bioquimica realizada em 4gar “Triple Sugar Iron” (HIMEDIA®), 4gar Citrato de Simmons, dgar
Sulfeto Indol Motilidade (SIM) (MICROMED®, Rio de Janeiro, Brasil) e Caldo MR-VP
(HIMEDIA®) para a realizagio da prova do vermelho de metila e prova de Voges-Proskauer.

Para a identifica¢do de Salmonella spp. foram utilizados 25 gramas de amostra homogeneizada em
225 mL de 4gua peptonada tamponada 1% (ACUMEDIA®), incubada em estufa bacterioldgica a 35
°C durante 18-20 horas. Apos esse periodo procedeu-se a transferéncia de 0,1 mL de solucao para
tubo contendo 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis (RV) (HIMEDIA®) e 1,0 ml para tubo contendo
10 mL de caldo Selenito Cistina (CS) (HIMEDIA®), sendo incubadas, respectivamente, em banho
Maria a 41 °C/24h e em estufa bacteriologica a 35 °C/24h. Apos incubagao, aliquotas de ambos os
tubos foram semeadas em placas contendo agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) (HIMEDIA®),
agar Salmonella Shigella (SS) (HIMEDIA®) e agar Entérico Hektoen (HE) (HIMEDIA®), incubados
a 35 °C por 24 horas.

A partir das placas que apresentaram crescimento caracteristico de Salmonella spp., foram
selecionadas cinco colOnias para realizagdo das provas bioquimicas compostas por: adgar “Triple
Sugar Iron” (TSI) (HIMEDIA®); 4gar Lisina Ferro (LIA) (HIMEDIA®); 4gar Sulfeto Indol
Motilidade (SIM) (MICROMED®); caldo MR-VP (prova do vermelho de metila e Voges-Proskauer)
(HIMEDIA®), 4gar Citrato de Simmons (MICROMED®), agar Ureia (HIMEDIA®) e 4gar
Fenilalanina (MICROMED®). As amostras com bioquimica caracteristica para Salmonella spp. foram
enviadas ao Laboratorio de Controle Microbiologico de Produtos de Origem Animal da Universidade
Federal Fluminense para realizagao de sorologia por aglutinagao direta para a confirmagdo do género.
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As cepas foram plaqueadas em Agar Nutriente e incubadas por 24 horas a 35 °C. Decorrido o tempo,
foram submetidas ao teste de soroaglutinagao utilizando soro polivalente somatico contra Salmonella
(PROBAC®, Sio Paulo, Brasil). Todas as cepas que aglutinaram frente ao soro foram consideradas
como pertencentes ao género Salmonella spp. As amostras com sorologia positiva foram
encaminhadas para caracterizacao antigénica mediante a técnica de aglutinagao com anti-soros poli e
monovalentes, somaticos ¢ flagelares no Laboratério Nacional de Referéncia Nacional de
Enteroinfec¢des Bacterianas no Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, RJ, Brasil. A comprovagado do
sorovar especifico foi realizada e representada de acordo com a identificagdo de antigenos de
superficie com antissoros somaticos e antigenos de flagelos com antissoros flagelares com antissoros
flagelares seguindo o Esquema de Kauffman-White (1011,

Discussoes

Os resultados da enumeracao de coliformes totais e termotolerantes, identificacao de Escherichia coli
e pesquisa de Salmonella spp. estdo representados na Tabela 1.

Tabela 1. Resultado das analises microbiologicas obtidas em triplicada de coxa e
sobrecoxa de frango resfriadas, comercializadas no municipio de Sinop-Mato Grosso

Coliformes Totais T COhtfol est Escherichia Salmonella
ermotolerantes
J\ NMP/ ' Rk
Mercados ( 2) (NMP/g) co spp

Am.1* Am.2 Am.3 Am.1 Am.2 Am.3

1 93 43 23 9.2 <3 9,2 PRESENTE Ausente

2 23 43 3.6 <3 <3 <3 Ausente PRESENTE
3 15 130 =1.100 <3 <3 <3 Ausente Ausente

4 43 23 150 <3 <3 <3 Ausente Ausente

5 93 38 93 <3 <3 <3 Ausente PRESENTE
6 >1100 460 210 <3 <3 <3 Ausente Ausente

7 43 43 93 43 23 93 PRESENTE Ausente

8 9,2 23 43 3.6 <3 3,6 Ausente Ausente

9 23 43 43 <3 <3 <3 Ausente Ausente
10 <3 3.6 <3 <3 <3 <3 Ausente Ausente
11 43 460 43 <3 <3 <3 Ausente PRESENTE
12 43 460 240 9.2 28 3.6 Ausente PRESENTE
13 23 <3 <3 <3 <3 <3 Ausente Ausente
14 >1100 =1.100 =1.100 <3 <3 <3 Ausente Ausente
15 9.2 75 23 <3 <3 <3 Ausente Ausente
16 36 92 23 <3 <3 <3 Ausente Ausente
17 <3 9.2 93 <3 <3 <3 Ausente Ausente
18 150 93 43 3.6 <3 <3 Ausente Ausente
19 23 93 9.2 9.2 3.0 3.6 Ausente Ausente
20 38 460 210 <3 <3 <3 Ausente Ausente

Padrao** NAO HA 1,0 x 10* ek NAO HA

*Amostras **BRASIL, 2001 (6 ***A presenca de E. coli deve constar no laudo analitico **** Amostras
positivas na sorologia * todas as amostras analisadas em triplicata apresentaram a mesma positividade para
Escherichia coli e Salmonella
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Todas as amostras (100%) apresentaram contaminagdo por coliformes totais em relacdo a avaliacao
do nimero mais provavel por grama (NMP/g). Dos resultados obtidos para coliformes
termotolerantes, as amostras provenientes de seis supermercados (30%) tiveram valores superiores a
3NMP/g. Dos 20 estabelecimentos pesquisados, em dois foram obtidas amostras contaminadas com
E. coli e, em outros quatro, amostras contaminadas com Sa/monella spp.

Nos mercados 2, 5, 11 e 12, foram identificados, respectivamente: Salmonella Hadar e Salmonella
enterica subspécie enterica (O: 6,8e colonia rugosa); Salmonella Minnesota e Salmonella enterica
subspécie entérica (O: 6,8); Salmonella Heidelberg; Salmonella enterica subspécie enterica (O: 6,8¢
colonia rugosa) e Salmonella Kentucky.

Penteado et al.1?, ao analisarem diferentes cortes de frango (coxa, frango a passarinho, sobrecoxa e
asa), encontraram 100% das amostras de carne de frango contaminadas por coliformes totais, todavia
nenhuma apresentou contagem superior a 410NMP/g. Beraldo-Massoli et al.'); ao pesquisarem
coliformes totais em coracdo, coxa e peito de frango, identificaram a presen¢a de coliformes totais
em 88,8% (16/18) das amostras, sendo duas de coxa (3,70%) e uma de coracgdo (1,85%) com valores
superiores 1,1 x10°NMP/g. No presente estudo, além de os coliformes totais terem sido identificados
em todas as amostras, em 8,33% (5/60) das amostras provenientes de trés mercados diferentes foram
obtidas contagens superiores a 1,1 x10° NMP/g, contendo, portanto, mais microrganismos quando
comparados aos encontrados por outros pesquisadores.

Embora a legislagdo brasileira ndo estabeleca parametros para coliformes totais em carne de frango
in natura, estes microrganismos sdo importantes de serem avaliados em produtos destinados ao
consumo humano, visto que permitem inferir sobre sua qualidade de processamento, armazenamento,
distribui¢dio para consumo, sua vida de prateleira e os potenciais riscos para a saude publica ). Nesse
contexto, a pesquisa de coliformes pode fornecer informagdes sobre as condi¢gdes higi€nico-sanitarias
as quais o alimento foi submetido.

O grupo dos coliformes ¢ composto pelos géneros Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella e
Escherichia 7. De acordo com a temperatura de fermentacdo da lactose com produgio de gas, este
grupo pode ser dividido em dois: os coliformes totais e os termotolerantes. A identificagdo de
coliformes totais em agua e alimentos ndo necessariamente ird indicar contaminacao fecal uma vez
que esse grupo de bactérias ndo possui origem exclusivamente entérica. Dessa forma, as amostras
analisadas nesse estudo podem ter sido contaminadas devido a praticas inadequadas de manipulagao,
armazenamento incorreto e acondicionamento indevido do alimento in natura em embalagens
contaminadas 9.

Em relacdo aos coliformes termotolerantes, a identificagdo desse grupo de microrganismos nos
alimentos pode ser interpretada como indicador de contaminacdo fecal visto que a esse grupo
pertencem as estirpes de Escherichia coli e essas bactérias tém origem exclusiva no trato intestinal
de homens e animais ©). Cepas de E. coli podem contaminar os alimentos a partir de manipuladores
infectados, da 4gua contaminada por matéria fecal humana ¥, de embalagens, equipamentos e
utensilios mal higienizados (1.

No presente estudo, o valor médximo obtido para coliformes termotolerantes foi de 93NMP/g e 76,6%
(46/60) das amostras apresentaram NMP/g < 3. Em pesquisa semelhante, Beraldo-Massoli et al.!? e
Penteado et al.'* encontraram valores de coliformes termotolerantes > 10*NMP/g em 55% (10/18) e
entre 0,31NMP/g a 655NMP/g em 100% das amostras, respectivamente. Em relacdo a esse grupo de
microrganismos, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), na Resolugdo da Diretoria
Colegiada RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001 19, define que carnes de aves resfriadas in natura

Cienc. anim. bras., Goiania, v.20, 1-9, e-50116, 2018



6 FREITAS, F. et al.

(carcaca inteira, fracionada ou cortes) devem possuir valor maximo de 10*NMP/g. Assim,
considerando o valor maximo obtido no presente estudo, pode-se afirmar que todas as amostras
analisadas estavam dentro do padrdo permitido pela legislagdo brasileira para coliformes
termotolerantes.

A partir das andlises para coliformes termotolerantes, foram identificadas estirpes de E. coli em cinco
amostras (5/60) provenientes de dois supermercados. Apesar de a legislagdo brasileira ndo estabelecer
parametros para E. coli em carne de aves resfriadas, hd a exigéncia de um laudo analitico se essa
bactéria for identificada. Essa exigéncia pode estar relacionada ao fato de que a presenca de E. coli
no alimento pode representar risco a saude coletiva, visto que algumas linhagens possuem potencial
patogénico e sdo consideradas agentes causadores de gastroenterites em humanos 714,

Assim, apesar de todas as amostras estarem dentro dos parametros estabelecidos pela legislagao
quanto ao NMP/g de coliformes termotolerantes, as amostras em que foram isoladas E. coli devem
ser consideradas improprias para consumo por conterem agentes etiologicos que poderiam causar
enfermidades em humanos.

Embora muitos trabalhos relatem auséncia de Salmonella spp. em carne de frango (% 131718 Tirolli
e Costa 19 e Tessari et al. ®* identificaram, respectivamente, 50% (30/60) e 2,5% (3/116) das
carcagas de frango analisadas contaminadas com essa bactéria. Na atual pesquisa, 8,3% das amostras
(5/60) oriundas de quatro mercados estavam contaminadas com Salmonella spp.

Bactérias do género Sal/monella possuem como habitat o trato intestinal de seres humanos e outros
animais, principalmente aves. Esses microrganismos possuem sorovares que sao patogénicos para os
seres humanos, podendo ser veiculados ao homem pelo consumo de alimentos contaminados,
provocando infecgdes alimentares que levam a diarreia, febre e célicas abdominais 1),

A presenca dessa bactéria em frangos pode estar associada a forma de transporte desses animais em
que sdao mantidos aglomerados, aumentando o risco de infecgdo por Sal/monella spp. Além disso, o
abate e o processamento das carcagas também podem contribuir para a disseminagao e multiplicagdo
desses microrganismos na carne de frango por meio de operagdes de abate inapropriadas,
contaminagio cruzada de equipamentos e utensilios !*). Ademais, o manuseio inadequado durante a
evisceracio, cortes e acondicionamento podem favorecer a dispersdo dessas bactérias 1. Somando-
se a isso, manipuladores que nao possuam hébitos de higiene adequados também podem contaminar
os cortes de frango ou promover contaminacio cruzada no estabelecimento - 9. Assim, os produtos
avicolas, principalmente carne de frango, elaborados ou conservados de forma deficiente, podem
servir como veiculo de Sal/monella para seres humanos, levando a surtos de infecgdes alimentares 1.

Neste estudo, em quatro mercados foram identificadas Salmonella enterica subspécie enterica a qual
tem como “habitat” os animais de sangue quente e sao responsaveis pela maioria das salmoneloses
humanas @?. O sorovar Enteritidis tem sido identificado frequentemente em carcagas de frangos ?*
24.25) ¢ ¢ 0 mais comum em infecgdes em seres humanos 9. Contudo, essa estirpe nio foi encontrada
na atual pesquisa.

Nos quatro mercados foram obtidos diferentes sorovares como Sal/monella Hadar; Minnesota;
Heidelberg e Kentucky, havendo, portanto, uma diversidade de subtipos bacterianos encontrada nos
estabelecimentos pesquisados. Essa diversidade poderia estar relacionada a cadeia de produgao de
frango comercializado ao mercado, ou ainda, a manipulagdo e/ou armazenamento incorreto no
estabelecimento.
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Torna-se importante destacar a presenga de dois sorovares devido ao aumento de ocorréncia no Brasil:
Heidelberg, o qual foi o sorovar de maior prevaléncia identificado no sul do Brasil ?-2%29 e sorovar
Minnesota, que tem sido considerado emergente na avicultura ® e vem ganhando destaque devido a
identificacdo desse sorovar nos plantéis e em produtos avicolas ®". Embora os animais infectados
ndo apresentem sinais clinicos ou perda de desempenho, a Salmonella Minnesota possui uma grande
relevancia para a saude coletiva, visto que sio potencialmente patogénicos para humanos ¢! 32,

Na legislagdo brasileira, a Resolugdo da Diretoria Colegiada RDC n° 12, de 2 de janeiro de 200119,
estabeleceu que “Salmonella deve estar ausente em 25 g de carnes resfriadas, ou congeladas, in
natura, de bovinos, suinos e outros mamiferos (carcagas inteiras ou fracionadas, quartos ou cortes),
carnes moidas; mitdos de bovinos, suinos e outros mamiferos, ovos e derivados”, porém nao incluiu
neste contexto as carnes de aves resfriadas in natura (carcaga inteira, fracionada ou cortes).
Entretanto, a ANVISA, através da RDC N° 13, de 2 de janeiro de 2001 %), instituiu o Regulamento
técnico com instrugdes de uso, preparo € conservacao na rotulagem de carnes de aves e seus miudos
crus, resfriados ou congelados, com exigéncias que visam a reduzir os riscos a saude do consumidor
pela presenca de Salmonella spp. nesses alimentos.

Desse modo, considerando que a presenca de Salmonella significa risco a saude da populacao caso o
produto ndo seja adequadamente conservado e preparado, as amostras em que foram isoladas essas
bactérias devem ser consideradas imprdprias para consumo por serem veiculadores de patdgenos
causadores de gastroenterites.

Importante ressaltar que 30% dos mercados analisados estavam comercializando alimentos
improprios para o consumo, visto que 20% apresentaram contaminacao por Sa/monella spp. enquanto
os outros 10% com contaminagdo por cepas de E. coli, as quais possuem potencial patogénico.

Assim, tendo em vista os riscos para saude coletiva relacionada ao consumo de alimentos
contaminados com agentes causadores de enfermidades em humanos, fica evidente a necessidade de
que sejam aplicadas boas praticas de fabricagdo, higiene e manipulacdo ao longo de toda a cadeia
produtiva a fim de reduzir a contaminagao no produto final.

Conclusao

Todas as amostras apresentaram enumeragio de coliformes termotolerantes menor que 10*“NMP/g
exigida pela legislacdo vigente. Em 30% dos mercados foram obtidas amostras contaminadas e
consideradas improprias para o consumo pela presenca de Escherichia coli (10%) e Salmonella spp.
(20%).
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