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Penetracdo de Salmonella em Peitos de Frango Mantidos em Diferentes
Temperaturas de Refrigeracdo e Relacdo com a Presen ca de Microbiota

Deterioradora

Salmonella € um dos principais patdogenos envolvidos com a ocorréncia de doengas
transmitidas por alimentos, sendo que na maioria das vezes o patdgeno é veiculado por produtos a
base de frango. Inicialmente, durante as etapas tecnolégicas de abate a contaminacao de carcacas
de frango por Salmonella se da de forma superficial, entretanto com as alteracBes teciduais
provocadas pelo processo de autdlise ou pelo desenvolvimento de microbiota deterioradora, pode
ocorrer penetracdo de Salmonella e outros micro-organismos, para regides mais profundas dos
tecidos, dificultando sua eliminacdo ou inativacdo aumentando o risco de ETA. Trabalhos tém
evidenciado presenca de Salmonella no interior de tecidos, especialmente carne de frango. Nestes
estudos a penetracdo do patdégeno para o interior do tecido esta relacionada alguns fatores principais,
como por exemplo: 1- da quantidade e grupos de microbiota autéctone deterioradora e que podem
facilitar a penetracdo do patégeno pelo efeito do seu metabolismo sobre a estrutura tecidual; 2-das
condicdes de temperatura de armazenamento dos cortes de frango que podem facilitar a
multiplicacdo da microbiota deterioradora ou a acdo direta sobre a penetracédo ativa do patégeno; 3-
das condicdes estruturais do tecido, que podem estar sujeitas alteracbes decorrentes de reacgfes
bioguimicas post mortem ou decorrentes de processos tecnoldgicos, podendo estas alteracbes
estruturais servir de rota para penetracdo de patdgenos. Pelo exposto, a presente proposta de
pesquisa destina-se averiguar a influéncia dos fatores supracitados no comportamento de Salmonella
em peito de frango.

Palavras-Chave: Carne de frango, Microbiota deterioradora,Penetracdo,Salmonella



Penetration of Salmonella in Chicken Breasts Maintained at Different
Temperatures of Colling and Relation to the Presenc e of Spoilage Micro-

organisms

Salmonella is one of the main pathogens involved in the occurrence of foodborne illness,
and most of the time the pathogen is transmitted by products made from chicken. Initially, during the
technological contamination during slaughter of poultry carcasses by Salmonella occurs in a
superficial way, however with the tissue changes caused by the autolysis process or developing
spoilage micro-organisms, penetration of Salmonella and other micro-organisms to deeper regions of
tissue can occur, hindering their removal or inactivation increasing the risk of ETA. Studies have
reported the presence of Salmonella inside tissues, especially chicken. In these studies pathogen
penetration into the tissue is related to some key factors, such as: 1 - groups and the amount of
indigenous spoilage micro-organisms and may facilitate penetration of the pathogen by the effect of
metabolism on the tissue structure; 2-temperature conditions of storage of chicken parts that can
facilitate the multiplication of spoilage micro-organisms or direct action on the active penetration of the
pathogen; 3 - structural conditions of the tissue, which may be subject to changes due to post-mortem
biochemical reactions or resulting from technological processes, these structural changes may serve
as a route for penetration of pathogens. For these reasons, this research proposal aims to determine
the influence of the above factors on the behavior of Salmonella in chicken breast.

Key-words : Chicken meat, Spoilage micro-organisms, Penetration,Salmonella
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o primeiro maior exportador mundial de carne de frango e o
terceiro em produgéo. No segundo semestre de 2013foram abatidas 1,442 bilhGes
de cabecas de frango, estabelecendo uma marca historica no abate de frangos. No
ranking da producédo nacional o Parana € o maior produtor, com aumento de 10,3%
no volume de abate em comparagdo com 0 ano anterior, com destaque especial
para a regido oeste do Estado. A expansdo da industria avicola aumentou a
disponibilidade do produto oferecido a um custo reduzido elevando o consumo de
carne de frango pela populacéo.

A alta tecnologia do abate e processamento de aves e derivados vem
possibilitando atender a demanda da producdo de proteina de origem animal e
inumeras ferramentas foram desenvolvidas para garantir a qualidade intrinseca dos
produtos bem como seu controle higiénico-sanitario. Contudo, o aumento da
producdo favoreceu a disseminacdo de patdgenos nos plantéis, principalmente
inUmeros sorovares de Salmonella sp.levando a um aumento das taxas de infec¢ao
das aves e, por conseguinte, maior frequéncia de contaminacdo das carcacas
fazendo com que este patdégeno ainda continue a ser um grande problema para a
industria avicola.

Desse modo, a carne de frango é um alimento que frequentemente
encontra-se envolvido como veiculo para ocorréncia de enfermidades transmitidas
por alimentos (ETA). Estes micro-organismos podem ser oriundos de diversas
fontes, como contaminagédo cruzada no momento do abate e processamento do
produto, falha na higienizacdo do ambiente e equipamentos ou de higiene dos
manipuladores que entram em contato com o alimento. A quantidade, o tipo de
micro-organismos e as condicdes em que a carne € armazenada podem acelerar
seu processo de deterioracdo ou torna-la um risco a saude do consumidor como
veiculo de patégenos causadores de ETA.

Um dos principais micro-organismos causadores de ETA em todo o mundo
pertence ao género Salmonella . Este patégeno entra na cadeia alimentar humana

através do consumo de agua ou alimentos contaminados, especialmente carne de
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frango ou produtos derivados. Dificilmente os frangos de corte conseguem chegar ao
abate totalmente livres de contaminacédo por Salmonella . Parte do lote pode conter
0 patégeno em seu trato digestorio e durante as operacdes de abate, especialmente
durante a evisceracdo, pode haver rompimento de visceras e extravasamento do
material fecal contaminando a carcaca e as carcacas adjacentes, o que exige
controle sobre o processo a fim de minimizar uma disseminagé&o ainda maior.

Inicialmente, durante as etapas tecnologicas de abate a contaminacdo de
carcagas de frango por Salmonella se d& de forma superficial, transferindo o
patégeno originalmente dos intestinos para a pele e seus foliculos da pena;
entretanto com as alterac¢des teciduais provocadas pelo processo de autolise ou pelo
desenvolvimento de microbiota deterioradora, pode ocorrer penetracdo de
Salmonella e outros micro-organismos, para regides mais profundas dos tecidos,
dificultando sua eliminagao ou inativagao, e por conseguinte, aumentando o risco de
ETA.

Trabalhos tém evidenciado a presenca de Salmonella no interior de tecidos,
especialmente na carne de frango. Nestes estudos a penetracdo do patdgeno para o
interior do tecido esta relacionada a alguns fatores principais, como por exemplo: 1-
das condi¢cOes estruturais do tecido, que podem estar sujeitas a alteracoes
decorrentes de reacfes bioquimicas post mortem ou decorrentes de processos
tecnolégicos. Estas alteracbes estruturais servir de rota para penetracdo de
patogenos. 2- da quantidade e grupos de microbiota autéctone deterioradora que
podem facilitar a penetracdo do patdgeno pelo efeito do seu metabolismo sobre a
estrutura tecidual; 3-das condi¢Oes de temperatura de armazenamento dos cortes de
frango que podem facilitar o desenvolvimento da microbiota deterioradora ou a agao
direta sobre a penetracdo ativa do patdgeno;

Devido a elevada ocorréncia de Salmonella em carne de aves, entender o
seu comportamento em cortes crus torna-se muito importante para garantia da
inocuidade dos alimentos e dos consumidores e, neste contexto, conhecer a
penetracdo de Salmonella em musculo de peito de frango e compreender alguns
dos fatores que interferem neste processo tem fundamental importancia. Tendo
conhecimento do mecanismo de penetracdo e dos fatores que influenciaram neste
processo, torna-se possivel desenvolver métodos de controle ou eliminacédo deste

patogeno.
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OBJETIVOS

1.1 OBJETIVOGERAL

Investigar a penetragdo de Salmonella em peito de frango e a influéncia que
as temperaturas de armazenamento e Pseudomonas spp. possa exercer sobre este

processo.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar a ocorréncia de Salmonella sp.. em peitos de frango sem pele e
sem 0SS0 expostos a venda no comércio varejista de Palotina, PR;

- Quantificar a microbiota indicadora deteriorante psicrotrofica, psicrotréfica
proteolitica, bactérias laticas e Pseudomonas sp. em peitos de frango sem pele
expostos a venda no comércio varejista de Palotina.

- Investigar o tempo de penetracdo de Salmonella Enteritidis, a partir da
superficie em peitos de frango;

- Investigar a influéncia da temperatura de armazenamento dos peitos de
frango no tempo de penetragcéo de Salmonella Enteritidis;

- Investigar a influéncia da presenca de Pseudomonas fluorescens no tempo
de penetracdo de Salmonella Enteritidis em peitos de frango expostos a

diferentes condi¢Oes de temperatura de refrigeragéo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MICROBIOTA DA CARNE DE AVES

A carne de frango € um alimento de origem animal, rico em proteinas de alto
valor biolégico e financeiramente acessivel para diferentes classes econdmicas
(MANTILHA et al., 2009) e devido as suas caracteristicas nutricionais, e as
caracteristicas de criacdo e do processo tecnoldgico de abate apresenta-se como
um excelente meio para o desenvolvimento de diversos grupos de micro-
organismos.

A microbiota inicial e sua possibilidade de desenvolvimento em alimentos
carneos “in natura”, como a carne de frango, dependem de todo um conjunto de
fatores que intervém nas distintas etapas da producdo (MANTILLA et al., 2009),
podendo ocorrer contaminacgao por micro-organismos de diferentes origens, como a
partir dos proprios animais portadores e dos ambientes de abate e processamento
(JAY et al., 2005).

As aves chegam ao abatedouro com uma microbiota aderida as penas e
tegumentos cutaneos, no trato digestorio e em menor grau no trato respiratéorio
(REITER et al., 2007). Devido ao sistema de abate de aves, a planta de
processamento comercial €& considerada um dos principais locais para a
contaminagao das carcagas (LILLIARD, 1990), onde a disseminagdo de micro-
organismos pode ocorrer em varias etapas, como a escaldagem, depenagem, e
também por contaminacao cruzada de equipamentos e utensilios, evisceracdo e no
acondicionamento da carcaca e cortes em temperaturas inadequadas (BONI et al.,
2011).

Lopes et al., 2007 pesquisaram Salmonella spp. e micro-organismos
indicadores (coliformes totais e termotolerantes, aerébios mesofilos e psicrotroficos)
em carcacas de frango e agua dos tanques de pré-resfriamento em um frigorifico no
norte do Parand e verificaram que ndo houve diferenca significativa nas médias das
contagens de micro-organismos indicadores e na presenca de Salmonella spp. nas

carcacas de frango antes e apds a passagem pelos tanques de pré-resfriamento e
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resfriamento. Segundo o0s autores isso pode ser explicado pela contaminagao
elevada das carcacas antes do pré-resfriamento, higienizacdo inadequada dos
equipamentos, fluxo e temperatura da agua dos tanques inadequada.

Fuzihara et al., (2000) também avaliaram a frequéncia de Salmonella em
um pequeno abatedouro do Estado de S&o Paulo, Brasil, e constataram que 42%
das carcagas, 71,4% da agua de imersdo das carcacas, 23% das amostras de
utensilios e 71,4% em freezer e refrigeracdo das amostras apresentavam o
patdgeno, o que segundo os autores reforca a necessidade de medidas de controle
mais eficazes.

Desta forma, admite-se que a presenca de micro-organismos nos alimentos
durante a producédo, armazenamento, transporte e embalagem é inevitavel, porém
quando presentes em indices elevados indicam condi¢bes higiénico sanitarias
inadequadas durante a producao do alimento.

De maneira geral, a carne de frango pode se tornar contaminada por dois
grandes grupos de micro-organismos, os deterioradores e os patogénicos. Estes
ultimos séo representados principalmente pelo género Salmonella , muito importante
do ponto de vista de salude publica conforme serd discutido no item 2.2. J4 em
relacdo aos deterioradores inUmeros grupos de micro-organismos sdo importantes,
principalmente os psicrotréficos proteoliticos, o género Pseudomonas  spp.,
bactérias laticas, entre outros.

Os micro-organismos psicrotroficos séo definidos como bactérias que
apresentam capacidade de se multiplicar em temperaturas de refrigeracdo (COUSIN,
1982), sendo provenientes de diversos ambientes como solo e agua (SILVA, 2005).
Ha uma grande variedade de micro-organismos psicrotroficos encontrados na carne
de frango logo apdés o abate tais como Acinetobacter spp., Aeromonas spp.,
enterobactérias, Corynebacterium, Micrococos spp., Pseudomonas spp., entre
outros (MANTILLA et al., 2009). Muitos destes apresentam atividade proteolitica, ou
seja, produzem enzimas proteoliticas ou proteases que incluem as proteinases, que
promovem a hidrélise da molécula de proteina em poliptideos e as peptidades que
hidrolisam fragmentos de aminoacidos (FRAZIER e WESTHOFF, 1988), causando
alteracdes sensoriais e fisico—quimicas na carne (SILVA et al., 2010).

Carvalho et al.(2005) verificaram que a contagem de psicrotréficos variou
entre 10* a 10° UFC/g em cortes de frango como coxa, sobrecoxa, figado, moela,

peito empanado, linguica e hamburger. Hoffman et al. (1995) analisando a
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microbiota psicrotréfica em carcagas de frango inteiras encontraram valores entre
10* a 10° UFC/g. Ja Vieira e Teixeira (1997) verificaram uma variacdo de
psicrotréficos entre 2,0 x 10" e 3,4 x 10° UFC/g em carcacas de frango inteiras.

Embora a contagem de micro-organismos aerébios psicrotroficos indique o
grau de deterioracdo de alimentos refrigerados, a legislagcdo brasileira néo
estabelece padrdo para estes micro-organismos. Entretanto, a International
Commission on Microbiological Specificacions for Foods(1978) estabelece de 10°a
10"UFC/g como padrdo qualitativo para este grupo. Para Gill (1998) independente
dos parametros oficiais, quando a contaminacao varia entre 6e 7 log de UFC/cm? ,
0os produtos carneos possuem odor desagradavel, indicando processo de
deterioracéo, e a partir de 8.0 log de UFC/cm®passam a apresentar formac&o de limo
e alteracdes de cor e consisténcia.

O género Pseudomonas €& comumente identificado entre as bactérias
psicrotréficas, especialmente em carne de frango, sendo responsavel pela
deterioracdo dos alimentos armazenados sob refrigeracdo (ERCOLINI et al., 2009).
Pseudomonas spp. sao bacilos Gram negativos, aerobios estritos, que constituem
um grande género de bactérias que existem em alimentos frescos.As espécies mais
importantes de deterioracdo da carne incluem P. aeruginosa, P. fluorescens, P.
putida, P. chororophis, P. clichorri, P. Viridiflava e P. syringae (GARCIA LOPEZ et
al., 1998).

Mellor et al. (2011) avaliaram a presenca de Pseudomonas spp. em carne
de frango fresca e armazenada por sete dias e verificaram que a média das
contagens da carne fresca foi 2,3 log UFC/g e apds sete dias 7,4 log UFC/g.

Bactérias laticas (BAL) compreendem um grupo muito amplo de micro-
organismos, que tem como principal caracteristica a fermentacdo de carboidratos
com producéo de acido latico. Devido a rapida producdo de &cido latico em grande
guantidade, reduzem o pH impedindo o desenvolvimento de micro-organimos
competidores (CHAGAS, 1994), sendo por isso, reconhecidos como importantes
competidores de outros grupos microbianos (GILL, 1996). Sdo Gram positivas, nédo
formadores de esporos, anaerdbios facultativos, catalase e oxidase negativos
(SILVA et al., 2010). Algumas espécies sdo bastante importantes na industria de
alimentos, promovendo a deterioragcdo de carnes refrigeradas como, Lactobacillus
spp., Carnobacterium e Leuconostoc spp. (LABADIE, 1999). S0 poucos 0S seus

ambientes naturais, sendo o principal habitat a corpo de animais de sangue quente,
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associando-se a microbiota normal da pele e mucosas como orofaringe, trato
gastrointestinal e trato urinario (QUADROS, 2007). Na industria de alimentos podem

estar dispersos na planta de processamento contaminado os alimentos.

2.2 CARACTERIZACAO DE Salmonella spp.

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae, sdo bacilos
Gram-negativos, anaerdbios facultativos, ndo produtores de esporos e mdéveis, com
excecdo dos sorovares S. Pullorum e S. Gallinarum. A temperatura ideal para
multiplicacdo de Salmonella é de 35-37°C, considerado como um micro-organismo
mesofilo, sendo a temperatura minima 5°C e a maxima 47°C, no entanto os valores
de maximo e minimo dependem do sorovar, sendo que alguns também podem exibir
propriedades psicrotroficas, com capacidade de multiplicacdo em alimentos
armazenados entre 2 e 4°C (D’AOUST, 1991). Desenvolvem-se em uma faixa muito
ampla de pH que pode variar de 4,5 a 9,5, com 6timo de crescimento em pH entre
6,5 e 7,5. Salmonella spp. € considerada uma bactéria ubiquitaria, podendo ser
isolada em todo o mundo, sendo o trato intestinal de homens e animais o seu
principal reservatorio (DOYLE et al., 2005).

A nomenclatura do género Salmonella é realizada através de uma sucessao
de esquemas taxonémicos com base nas caracteristicas bioguimicas e sorolégicos e
em principios de homologia do DNA. Atualmente o esquema Kauffman-White é o
mais utilizado, que divide o género Salmonella em duas espécies: S. enterica e S.
bongori, a primeira isolada mais comumente em humanos e animais endotérmicos e
a segunda geralmente isolada em animais ectotérmicos (BERCHIERI JUNIOR &
FREITAS NETO, 2009). Salmonella enterica é subdividida em seis subespécies:
enterica, arizonae, diarizonae, houtenae, salamae e indica que, sédo divididos em
Varios sorotipos ou sorovares baseada em sua composi¢cao antigénica das bactérias
do género, com relagdo aos seus antigenos somaticos (O), flagelares (H) e
capsulares (Vi). Os antigenos “O” sao designados através de numeros arabicos e
caracterizam os sorogrupos de Salmonella spp., sendo comum a varios sorovares.
Ja os antigenos flagelares “H” podem ocorrer em duas fases (1 e 2) e séo
designados por letras minasculas do alfabeto. Como seu niumero é maior do que a

guantidade de letras do alfabeto, a letra Z é utilizada como indicadores numéricos
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(z1, z2, z3...) (DOYLE et al., 2005). Os diferentes antigenos de Salmonella séao
identificados por meio de testes de imunoaglutinagdo com emprego de anti-soros,
preparados em coelho e cuja apresentacdo comercial se da na forma de plasma
liofiizado (TRABULSI et al., 2005). Segundo dados do Instituto Pasteur, até o
momento foram identificados 2610 sorovares (GUIBOURDENCHE et al.,, 2010/
ECDC/EFSA, 2012) (Tabela 1). Dentre as espécies, S.enterica é considerada a mais
importante, ja que mais de 99% dos sorovares isolados em humanos pertencem a
ela (TRABULSI et al., 1999).

Tabela 1. Distribuicdo dos sorovares de Salmonella de acordo com o sistema de
classificacdo Kaufmann- Whitte

Espécies Subespécies Numero de sorovares

Salmonella enterica enterica 1547
salamae 513

arizonae 100

diarizonae 341

houtanae 73

indica 13

Salmonella bongori 23
Total 2610

FONTE: (GUIBOURDENCHE et al., 2010)

2.3 Salmonella spp. EM CARNE DE AVES

Com relacdo aos patdgenos da carne de aves, Salmonella assume um papel
epidemiologico muito importante. A complexa epidemiologia de Salmonella na
cadeia de producao de aves envolve a transmissao vertical, dos reprodutores para
os embrides, desencadeando o nascimento de aves ja infectadas. Envolve também
a transmissao horizontal, com contaminacdo através da presenca da bactéria no
ambiente e racdo, aléem da existéncia de diferentes animais que atuam como
reservatorio para a bactéria, como roedores e aves silvestres. Assim os lotes de
frangos podem ser tornar contaminados com Salmonella com percentuais variaveis

de positividade ainda nas granjas.
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Adicionalmente, as opera¢fes de transporte (pré-abate) e o processamento
da carcaca na industria podem, por meio da contaminacdo cruzada, aumentar o
percentual de positividade (SILVA e DUARTE, 2002), sendo que 0O processo
tecnolégico de abate de aves constitui uma fonte potencial de disseminacdo da
contaminacgao entre as carcagas. Durante o abate uma das etapas mais importantes
para a contaminacéo de carcacas com enteropatdogenos, especialmente Salmonella,
€ a evisceracao, pois existe o risco de perfuracdo das visceras, com extravasamento
do material fecal. Estes fatores tém contribuido para que Salmonella continue a ser
um dos patdgenos mais identificados em produtos avicolas expostos ao consumo
(SILVA e DUARTE, 2002).

Salmonella spp. pode causar trés tipos de doencas subclinicas nas aves:
Pulorose, Tifo e Paratifo aviario. Estas alteracGes patoldgicas sdo provocadas por
sorovares especificos de Salmonella, por exemplo, a pulorose por S. Pullorum, e o
tifo por S. Gallinarum. No passado essas duas doencas representavam um grande
problema para a industria avicola, pois ocasionavam perdas econdémicas nos
plantéis avicolas devido a perda de peso, as condenacdes ao abate, ao aumento da
mortalidade, entre outras. Com o aumento das medidas de controle e
biosseguridade nos ultimos anos, estes sorovares foram praticamente erradicados
dos plantéis avicolas industrializados (SILVA e DUARTE, 2002).

O paratifo aviario € causado por sorovares de Salmonella que ndo sao
adaptados as aves, 0s quais sdo muito importantes em saude publica, visto que néo
causam sinais em aves adultas (BORGES, 2001).

Estudos que avaliam a prevaléncia de Salmonella em carcacas de frango
sao realizados em todo o mundo e, verifica-se que a prevaléncia € muito variavel. Na
Franca, em estudo realizado por Hue et al. (2011), a prevalénciade Salmonella sp.
em carcacas foi de 7,52%. Yang et al. (2011), encontraram52% de positividade para
Salmonella , de um total 1.152 carcacas de frangoavaliadas em duas cidades da
China em 2010. Sakaridis et al., (2011) avaliaram 150 carcacas de frango em
abatedouros do norte da Grécia, encontrando 37% carcacas positivas para
Salmonella sp., sendo que a prevaléncia entre os abatedouros pesquisados variou
entre 12% e 80%. Em um estudo comparativo feito por Alvarez-Fernandez et al.,
(2012) na Espanha, constataram que de 1993 a 2006 a porcentagem de carcacas de
frango positivas para Salmonella sp.. diminuiu de 73,55% para 12,4% em média no

periodo do estudo. Na Russia a prevaléncia média de Salmonella sp.. foi de 31,5%,
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considerando 698 amostras coletadas no mercado varejista de trés diferentes
regides (ALALI et al., 2012).

Donado-Godoy (2012) na Colémbia, demonstrou que em um total de 1.003
carcacas de frango analisadas, a prevaléncia geral de Salmonella sp.. foi de 27%.

No Brasil, também observa- se que ha uma grande variagdo na frequéncia
de isolamento. Santos et al. (2000) observaram um percentual de 32% de
contaminacao por Salmonella sp. em 150 carcagas de frango congeladas oriundas
de abatedouros localizados no estado de S&o Paulo. Das carcacas de frango
avaliadas no norte do Estado do Parana entre os anos de 1999 e 2000, 20% foram
positivas para Salmonella (GASPARETTO et al, 2001). Rezende et al.(2005)
constataram 19,8% de positividade para este patdgeno quando avaliaram 96
carcacas de frango, provenientes de abatedouros do estado de Goias. J& Medeiros
et al. (2011) avaliaram a prevaléncia de Salmonella em carcacas de frango em 15
cidades brasileiras de setembro de 2004 a julho de 2006 e encontraram uma
prevaléncia nacional de 2,7%.

Dentre o0s diversos sorovares existentes, alguns apresentam uma
prevaléncia superior e ndo tem uma distribuicdo geogréfica definida, podendo ser
isolado em todo o mundo. Como é o caso de Salmonella Enteritidis que emergiu
como um grande problema avicola e de saude publica mundialmente a partir da
década de 80 e no Brasil a partir de 1993. Estudos epidemiolégicos sugerem a
entrada de S. Enteritidis no Brasil via importacdo de material genético avicola
contaminado (SILVA e DUARTE, 2002). Atualmente € um dos principais sorovares
isolados de carcacas de aves (MEDEIROS et al., 2011; ZDRAGAS et al. 2012). O
aumento da prevaléncia de S. Enteritidis em aves pode estar relacionada com as
tentativas de erradicacdo de S. Gallinarum dos plantéis, uma vez que esta excluia
competitivamente S. Enteritidis (SILVA e DUARTE, 2002).

Trabalhos tém evidenciado a prevaléncia de S. Enteritidis em carcacas e
cortes de frango (BAU et al.,2001; CAPITA et al., 2007; MEDEIROS et al., 2011;
ALVAREZ-FERNANDEZ et al., 2012; COSTA et al., 2013).

Conforme a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2008) os dez
sorovares mais frequentes isolados de carcacas de frango e aves no Brasil em 2008
foram: S. Enteritidis (48,8%); S. Infantis (7,6%); S. Typhimurium (7,2%); S.
Heidelberg (6,4%).
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No entanto, apesar da importancia histérica de Salmonella em aves e como
causador de ETA no Brasil ndo existe padrdo de pesquisa microbiolégico para
Salmonella nos produtos de origem avicola, e o Unico padréo oficial exigido para
carne de aves € a contagem de coliformes a 45°C, que deveréo atender a um limite
méaximo de 10* UFC/g (BRASIL, 2001). A legislacdo europeia é mais rigorosa no
controle de Salmonella e prevé auséncia de Salmonella em 25 g de amostra
analisada (EC, 2007), e nos Estados Unidos o controle sanitario das carcacas €
realizado através da pesquisa de Escherichia coli e Salmonella spp. cujos padrées
sdo de 2 a 3 log UFC/g e auséncia em 20% das analises para estes micro-
organismos, respectivamente (USA, 2003).

Visto a necessidade de oferecer produtos seguros aos consumidores e para
atender as exigéncias dos mercados importadores, que nao aceitam produtos que
apresentem contaminacao por Salmonella spp. o Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) desenvolveu alguns programas a fim de reduzir e prevenir
a ocorréncia de Salmonella spp. Dois programas merecem destaque, sendo eles o
Programa Nacional de Sanidade Avicola (BRASIL, 1994) que, implantado no campo,
teve como objetivo definir acdes que possibilitem a certificacdo sanitaria do plantel
avicola nacional e favorecer a elaboracdo de produtos avicolas saudaveis para o
mercado interno e externo, e o Programa de Reducédo de Patdgenos (BRASIL 2003)
que busca o controle de contaminacéo através de analise laboratorial e sistematica
das carcacas de frango e perus, a fim de criar um banco de dados com informacoes
sobre a presenca de Salmonella, realizar monitoramento constante e aumentar a
inocuidade destes produtos.

Muitos sorovares de Salmonella exibem potencial zoonético, em geral os
sorovares mais prevalentes em aves também sdo o0s principais envolvidos em
doencas de origem alimentar, ressaltando-se a importancia dos produtos avicolas na

salmoneloses em humanos (ANTUNES et al., 2003).

2.4 IMPORTANCIA DE Salmonella spp. EM SAUDE PUBLICA

Em humanos as doencas causadas por Salmonella podem ser divididas em
trés tipos: a febre tiféide (causada por S. Typhi), as febres entéricas (causada por S.

Paratyphi) e as enterocolites ou salmonelose (demais sorovares) que, em alimentos,
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merecem importancia como causadoras de casos e surtos de ETA em todo o
mundo, inclusive no Brasil.

Em geral, as salmoneloses ndo séo graves cujos quadros sao considerados
de baixa ou média gravidade, onde individuos acometidos por outras doencas, ou
imunologicamente debilitados, necessitam de maiores cuidados. Criangas
acometidas com salmonelose também inspiram maiores preocupacdes, pois 0
patdogeno pode invadir a circulacdo sanguinea provocando infeccbes em outros
orgaos (TRABULSI et al., 1999).

Resultados de testes de alimentacdo em humanos indicam que a dose
infectante de Salmonella que causa doenca em 50% dos humanos saudaveis varia
de 10° a 10° células, mas a mesma depende também do sorovar e da cepa de
Salmonella envolvida (THOMAS, 2011). Segundo Blaser e Newma (1982) existem
registros de surtos provocados por menos 10.000 células de Salmonella. No entanto
existem relatos de ocorréncia de doenga com nimeros ainda menores de células, de
acordo com Poppe (1994) ha evidéncias 10 a 1000 células de Salmonella possam
causar doengca em humanos e segundo a FDA cerca de 15 células de Salmonella ja
sdo suficientes para provocar doengca em pacientes imunocomprometidos e/ou
guando ingeridos com alimentos gordurosos (FDA/CFSAN, 2003).

Estudos recentes estimam que existam 80,3 milhdes de casos anuais de
doencas de origem alimentar relacionada com Salmonella em todo o mundo
(MAJOWICZ et al.,, 2010). Dados publicados ECDC/EFSA (2012) revelam que
apesar da reducdo no numero de casos de salmonelose em 2010, na Unido
Europeia, Salmonella manteve-se como o0 agente causal mais frequentemente
relatado de surtos de origem animal, responsavel por 30,5% de todos os surtos
relatados.

Scallan et al.(2011) investigaram 0s principais patdgenos causadores de
doencas alimentares no periodo de 2000 a 2008 nos Estados Unidos e concluiram
gue Salmonella spp. foi responsavel por 11% dos casos de ETA e por 35% das
hospitalizacdes. Considerando que, a maioria dos casos de gastroenterite transcorre
sem a necessidade de hospitalizagbes o0 numero de casos provavelmente &
subestimado, segundo Forsythe (2002), somente 10% do total de surtos de origem
alimentar s&o notificados no Brasil.

Kottwitz et al. (2010) fizeram uma avaliacdo epidemiolégica dos surtos de

salmonelose ocorridos no Estado da Parand, Brasil, durante o periodo de 1999 a
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2008, e verificaram a ocorréncia de 286 surtos. Alimentos a base de ovos, carnes e
derivados, e produtos classificados como alimentos variados, foram responsaveis
por 45%, 34,8% e 20,2% dos surtos, respectivamente.

Estudo de Painter et al., (2013) revela que S. Enteritidis, S. Heidelberg. S.
Javiana. S. Newport e S. Typhimurium foram o0s principais sorovares isolados em
humanos nos Estados Unidos de 1998 a 2008. E na Unido Europeia S. Enteritidis e
S. Typhimurium s&o os sorovares mais prevalentes, segundo dados do EFSA
(2013).

Atualmente, do ponto de vista epidemiol6gico, o sorovar Enteritidis tem
ganhado maior destaque, uma vez que os dados o0 associam como principal causa
de salmonelose em humanos, (SOARES, 2012). A partir de 1993, S. Enteritidis
emergiu como um grande problema de saude publica no Brasil, visto que raramente
era isolado de infec¢cdes humanas até 1990. Desde entdo sua prevaléncia tem
aumentado e passou a corresponder mais de 60% dos sorovares isolados do
Instituto Adolfo Lutz, a partir de 1995 (SILVA e DUARTE, 2002).

Por sua alta incidéncia em aves, e o0 elevado consumo desta carne é
facilmente introduzida na cadeia alimentar humana (TESSARI, et al., 2008). As
carcacas de frango bem como seus cortes e outros derivados chegam ao momento
do preparo culinario com percentuais de contaminagdo que Sdo preocupantes.
Desse modo, cabe ao consumidor ou aquele que ira preparar o prato pronto tomar
medidas higiénicas e tecnoldgicas que minimizem a possibilidade de permanéncia
de Salmonella no alimento. Em geral nos alimentos a dose € baixa, mas condi¢cdes
inadequadas de resfriamento, estocagem ou cozimento insuficiente podem provocar
a multiplicacdo do patdégeno até niveis capazes de causar ETA, por isso ha
importancia do controle de temperaturas e formas de manipulacdo em todo o
processo produtivo.

Duas vias comuns de exposicdo humana a Salmonella na carne de frango
tém sido apontadas como principais para a ocorréncia de casos ou surto sendo elas,
a contaminacao cruzada e o sub processamento térmico.

Durante os processos de manipulacdo a contaminagdo cruzada pode
facilmente ocorrer entre os alimentos manipulados (SOARES et. al, 2012) e, desse
modo, permitir a permanéncia do patdégeno viavel. Na coccéo, temperaturas altas
ocorrem na superficie externa da carne eliminando provavelmente as bactérias que

estdo nessa regido, entretanto caso tenha ocorrido a penetracdo do patégeno para
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por¢cdes mais internas, poderdo sobreviver (LUBER, 2009). Este fendmeno ocorre
por estarem as células vegetativas do micro-organismo fisicamente protegidas nas
por¢cdes mais centrais do tecido chamadas “cold points” e, desse modo, podendo
provocar ETA. Segundo Cogan et al. (2002) de 40 a 60% dos casos de ETA sao
esperadas de se originar nos domicilios envolvendo sub-cozimento da carne e
contaminacgao cruzada. Talvez, como consequéncia a esses fatores, dados apontam
que no Brasil e na Unido Europeia o local de maior ocorréncia de ETA séo as
residéncias (BRASIL, 2009; ECDA/EFSA, 2012).

Para tanto a ANVISA aprovou em 2001 a Resolucdo RDC n° 13 e passou a
exigir que as industrias que comercializam carnes de aves insiram nos rotulos dos
seus produtos informacOes sobre as formas adequadas para uso, preparo e
conservacgao, conscientizando indiretamente os consumidores da possibilidade da
presenca de contaminantes bioldgicos causadores de doenca, neste caso
subentendendo-se a presenca de Salmonella e do risco aos quais estdo expostos

caso ndo manuseiem corretamente o produto.

2.5 DESENVOLVIMENTO DE Salmonella spp. EM CARNE DE AVES

N&o hé& duvidas sobre a importancia do Brasil na producdo mundial de carne
de frango. Adicionalmente o pais se destaca internamente por um elevado consumo
per capita quando comparado a outros paises, com 47,38 kg/hab/ano em 2011
contra uma média de 23kg/hab/ano dos paises da Unido Europeia, por exemplo.
Independentemente destas informacdes é incontestavel que € um alimento
consumido mundialmente e que as mudancas da sociedade e as alteracées nos
habitos alimentares tém obrigado as industrias de processamento de aves
oferecerem produtos cada vez mais praticos de serem consumidos, como por
exemplo, produtos fracionados em pequenas quantidades como cortes congelados
individualmente sem pele e sem osso de valor comercial agregado.

Para a producgéo destes cortes € necessaria uma intensa manipulacdo da
carcaca possibilitando a transferéncia da contaminacéo originalmente na superficie
da pele e seus foliculos da pena para os cortes nobres acarretando na possibilidade
de aumento/manutencdo da contaminagdo do produto final, principalmente por

contaminacgao cruzada.
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Durante e apos o abate de aves a contaminacdo de Salmonella e concentra
inicialmente nas superficies da carne, normalmente na pele e os tecidos que se
encontram logo abaixo dela se mantém praticamente livres de bactérias por algum
tempo. Contudo o patégeno pode gradualmente penetrar nos tecidos mais internos
(JAY, 2005) dificultando nessas situagdes sua eliminacdo ou inativacao.

Jordan et al. (2006), na Irlanda, analisaram a presenca de Salmonella em
carne bovina, suina, frango, peru, pato e ovina crua e ap0s o cozimento. Os autores
observaram que houve uma ocorréncia de 1% de positividade de Salmonella no
interior do tecido das amostras de carne crua mantendo-se esta contaminagao em
0,1% das amostras ap0s 0 cozimento convencionalmente aplicado, evidenciando a
possibilidade de n&do haver destruicdo de Salmonella , mesmo apos tratamento
térmico.

Luber e Barlet (2007), na Alemanha, avaliaram a prevaléncia de
Campylobacter na superficie e no interior de amostras de peito de frango, e
concluiram que 87% das amostras apresentaram contaminacédo superficial e 20% de
contaminacdo interna, sendo que todas as amostras que apresentaram
contaminacdo interna também estavam contaminadas superficialmente, o que
sugere penetracao no tecido.

N&o se sabe exatamente quais fatores estdo envolvidos na penetragéo de
Salmonella para o interior do musculo, bem como a rota de penetracdo utilizada para
invadir o tecido, entretanto alguns fatores parecem ter uma importancia especial.

O primeiro fator a ser considerado é a estrutura do tecido muscular. Com o
desenvolvimento do rigor mortis alteracdes bioquimicas ocorrem no tecido muscular
e sao responsaveis por modificacdes na configuracao estrutural do tecido. Heffron e
Hegarty (1974) observaram que o diametro da fibra muscular diminui de 14% a 16%
durante o desenvolvimento do rigor mortis, devido alteracbes bioquimicas, com
aumento concomitante do espago extracelular, sugerindo-se a possibilidade de que
0 patégeno penetre ativa ou passivamente por este espaco.

Thomas em McMeekin (1981) em estudo sobre a superficie de tecido
muscular de frango observaram que a micrografia da fascia do musculo antes da
imersdo em agua ou solugdo salina foi significativamente diferente do musculo
imerso nesta solucéo por trinta minutos. Depois deste periodo foi possivel observar
claramente a separacéo individual das fibras musculares como possivel resultado da

absorcdo de 4gua pelo colageno provocando inchago e expansao das fibras dentro
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do tecido conectivo. Outro estudo de Thomas, Rouke e McMeekin (1987) também
constataram que altas quantidades de agua podem aumentar a frequéncia de
penetracdo, provavelmente por aumento da distancia entre as fibras musculares,
produzindo concomitantemente diminui¢cdo da resisténcia do movimento microbiano
no tecido.

Gill, Leet e Penney (1984) também avaliaram as mudancas estruturais que
se desenvolvem no tecido muscular bovino com o rigor mortis e a relagdo dessas
mudangas com a penetragdo de Pseudomonas fluorescens no tecido, para isso,
submeteram o tecido muscular a duas condi¢cbes diferentes, uma em solugcdes
hipotbnicas e outra em solugdes hipertdnicas. Os autores verificaram que as fibras
musculares em solucdo hipotdnica tornavam-se turgidas enquanto em solucdes
hiperténicas ocorria 0 oposto, encolhimento das fibras musculares criando-se
lacunas entre a célula muscular e o endomisio circundante, oferecendo um caminho
para invasdo bacteriana, sendo que estas lacunas formadas serviram como rota
para penetracdo de P. fluorescens através da carne bovina.

Alguns processos tecnologicos aos quais a carne é submetida podem
influenciar na aceleragéo do processo de penetragdo bacteriana. O “tumbling” ou em
traducdo literal, tambleamento, é um processo utilizado para promover o
amaciamento da carne, cuja agitacdo e sucessivos “tombos” realizados dentro de
grandes cilindros de aco inoxidavel podem conduzir a alteracbes estruturais na
camada exterior da carne (DOLATA et al. 2004), por promover 0 rompimento de
estruturas miofibrilares. Este processo geralmente € utilizando em conjunto com a
marinagcao que consiste em acrescentar aos alimentos uma mistura de temperos
numa solucéo, geralmente com agua.

Moza et al. (2009), no Canada, investigaram a penetracdo de Salmonella
Enteritidis em peito de frango que estava em contato com uma marinada
contaminada com este patdégenos. Os peitos de frango foram submetidos a dois
tratamentos, em um dos tratamentos os peitos de frango ficavam em contato com
uma marinada contaminada com S. Enteritidis e eram submetidos ao tambleamento
(6rpm/30 min.) e, no outro, ficavam em contato com a marinada contaminada e eram
submetidos ao tambleamento manual em um intervalo de tempo de trés minutos. Os
autores verificaram penetracdo do patégeno em 89% e 44% das amostras de peito
de frango em cada um dos tratamentos, respectivamente apos 30 minutos. Segundo

0S autores nas amostras submetidas ao tambleamento automatico as bactérias
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penetram através de fendas iniciais no filé de peito de frango que provavelmente
foram alargadas pelo processo em si. J& nas amostras que ficaram em marinada
com tambleamento manual o patdgeno teve acesso ao interior do musculo por um
processo que envolve difusdo e possivelmente mobilidade do micro-organismo.

Warson et al. (2008) avaliaram a penetracdo de Salmonella sp.. em peito de
peru marinado e submetido ao tambleamento e confirmaram a existéncia de
penetracdo, verificando que Salmonella sp.. migrou até 3 cm para o interior do
musculo depois de 20 minutos a 4°C.

O segundo fator que pode estar envolvido na penetracdo de Salmonella para
o interior do musculo diz respeito a microbiota autoctone deterioradora do substrato
carneo. Pelas evidéncias existentes, a microbiota autéctone deteriorante,
especialmente micro-organismos proteoliticos é capaz de promover alteracdes
gradativas de degradacgéo nas estruturas do tecido muscular, acelerando o processo
de penetracdo de Salmonella no tecido muscular (GILL e PENNEY, 1977). Estes
autores comprovaram a penetracdo de bactérias proteoliticas tais como uma cepa
com capacidade proteolitica de Salmonella Typhimurium, Pseudomonas
fluorescens, Enterobacter sp., Acinetobacter sp.,Staphylococcus aureus, penetraram
em subamostras de carne de carne bovina 2cm? em 36h a 30°C.

As bactérias proteoliticas atuam quebrando, aparentemente, o tecido
conectivo que recobre a fibra muscular, chamado endomisio, oferecendo uma rota
para invasao microbiana. Neste caso, espécies de bactérias proteoliticas podem
ganhar uma vantagem ecoldgica através da penetracdo, por ter acesso a um novo
nicho com novos recursos disponiveis para a exploracdo, o que ndo seria acessivel
ou a disposicdo para outras bactérias, favorecendo assim sua multiplicacédo
(NYCHAS et al., 2008).

Thomas, Rouke e McMeekin (1987) também encontraram resultado
semelhante ao avaliaram a penetracdo de bactérias proteoliticas e ndo proteoliticas,
moveis e ndo moveis em diferentes temperaturas (4, 10, 15, 20 e 25°C) em peito de
frango. Os autores concluiram que as cepas proteoliticas penetraram no tecido mais
rapidamente que as cepas nao proteoliticas em todas as temperaturas, no entanto,
as cepas nao moveis independentemente da capacidade proteoliticas nao tiveram
capacidade de penetrar no tecido muscular sendo, dessa forma, a motilidade
bacteriana outro fator muito importante na penetracdo bacteriana. Os autores

também observaram uma relacdo direta entre temperatura de armazenamento e
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penetracdo microbiana, sendo que a penetracdo aumentou em temperaturas de
estocagem mais elevadas.

O terceiro fator envolvido no processo de penetracdo diz respeito a
temperatura de armazenamento do tecido carneo. A temperatura revela-se
importante, pois, afeta diretamente a multiplicacdo microbiana, sendo desta forma
uma excelente forma de controlar o desenvolvimento de micro-organismos, uma vez
que todas as reacdes metabdlicas dos micro-organismos sao catalisadas por
enzimas na dependéncia da temperatura (JAY, 2005). Assim a diminuicdo da
temperatura atua aumentando a fase lag da curva do crescimento microbiano,
retardando sua multiplicacdo (MATARAGAS et al., 2006).

Todavia, numa situacdo comercial os produtos podem estar sujeitos a uma
ampla variacdo de temperatura durante os estagios de producdo, armazenagem,
distribuicdo e venda de cortes comerciais (BORCH et al., 1996). Em estudo realizado
nos paises do Sul da Europa foram verificados que 30% de alimentos refrigerados
estavam acima de 10°C em refrigeradores domeésticos e no Norte Europa, 5%
estavam acima de 13°C no varejo, e 21% acima 10°C em domicilios (KENNEDY et
al., 2005), mostrando em todos esses casos, temperaturas inadequadas nha
manutenc¢ao do alimento podem facilitar o desenvolvimento dos micro-organismos.

De acordo com Fletcher (2006) analisando a presenca de Salmonella em
carcacas de frango colhidas na industria e no varejo observaram aumento de 21,6%
na positividade de Salmonella nas amostras do varejo comparadas as da industria,
admite-se que temperaturas inadequadas de manutencdo podem ter contribuido
para este aumento.

Segundo a Portaria 210 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 1998), resfriamento é o processo de refrigeracdo e
manutencao da temperatura entre 0°C a 4°C dos produtos de aves (carcagas, cortes
ou recortes, miudos e/ou derivados) com tolerancia de 1°C medido na intimidade dos
mesmos, portanto é dentro desta faixa de temperatura que os produtos carneos
devem ser mantidos.

Além disso, acredita-se que existem algumas caracteristicas do proprio
micro-organismo que podem ser fundamentais para o processo de penetragdo. A
maioria dos sorovares de Salmonella apresentam capacidade de se mover, devido a
presenca de flagelos peritriquios e alguns também podem exibir capacidade

proteolitica, podendo ter uma penetracdo ativa dentro do tecido muscular,
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independentemente de outras condi¢cdes 6timas que possam ser criadas no tecido
muscular, nas condi¢cdes competitivas da microbiota deteriorante ou da temperatura

de armazenamento.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ESTUDO DA OCORRENCIA DE Salmonella sp. E MICROBIOTA
DETERIORADORA EM PEITOS DE FRANGO SEM PELE E SEM OSSO
EXPOSTOS A VENDA NO COMERCIO VAREJISTA

3.1.1 Plano de amostragem e delineamento Experimental

Foram analisadas amostras de peitos de frango sem pele e sem 0sso,
comercializados de forma refrigerada e expostos a venda no comércio varejista do
municipio de Palotina, oeste do Estado do Parana. A escolha do estabelecimento

varejista foi totalmente aleatéria.

3.1.2 Obtencédo das amostras

Foram utilizados 30 peitos de frango resfriados, adquiridos no mercado
varejista no municipio de Palotina, que foram colhidos diretamente das géndolas dos
estabelecimentos comerciais, sob refrigeracdo, em embalagens integras e dentro do
prazo de validade comercial. Os peitos foram transportados até o LACOMA em suas
embalagens originais sob condi¢cfes isotérmicas em caixas de isopor com gelo, e
mantidas nestas condi¢bes até o inicio das andlises. Os peitos de frango foram
retirados das embalagens originais de forma asséptica, evitando o contato com a
parte externa da embalagem ou com o ambiente. Nestas amostras foi realizada a
pesquisa de Salmonella sp.., € a quantificagdo de micro-organismos
deteriorantes:psicrotréficos, psicrotroficos  proteoliticos, bactérias laticas e

Pseudomonas spp.
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3.1.3 Quantificagcao de micro-organismos deteriorantes (UFC/Q)

Para as quantificaces de psicrotroficos, psicrotroficos proteoliticos, bactérias
laticas e Pseudomonas sp. foram obtidas assepticamente 25g das amostras de
peito de frango, retirando-se porc¢des de todas as regides do peito, diluidas em 225
mL de solugdo salina 0,85% e homogeneizadas por dois minutos em
homogeneizador de amostras tipo Stomacher (Seward™). Em seguida foram
realizadas diluicbes decimais seriadas retirando-se 1mL do homogenato e
adicionando a 9mL de solucdo salina até a diluicAo desejada para cada micro-

organismo pesquisado.

3.1.3.1 Quantificacéo de psicrotréficos e psicrotréficos proteoliticos

Foram retiradas aliquotas de 100uL de cada uma das diluicGes até a diluicéo
103, semeadas em duplicata pela técnica “spread plate” em placas de Petri
contendo agar padrao para contagem (PCA, Difco) e incubadas a 7°C durante 10
dias (DOWNES e ITO, 2001). Para verificacdo de psicrotréficos proteoliticos foram
selecionadas placas contendo de 25 a 250 colbnias, retiradas 30 col6nias e
transferidas para placas de Petri contendo Agar Padréo para Contagem (PCA, Difco)
adicionados de 1% de leite desnatado a constituicdo do meio, e incubadas a 7°C
durante 10 dias (DOWNES e ITO, 2001), foram consideradas psicrotroficos
proteoliticos as colbnias que apresentarem halos de lise da caseina,
independentemente do diametro. Os resultados foram expressos em UFC/g do

produto.

3.1.3.2 Quantificagdo de bactérias laticas

Foram retiradas aliquotas de 1mL de cada uma das diluicdes obtidas até a
diluicdo 102 e semeadas em duplicata pela técnica “pourplate” em Agar Man,
Rogosa e Sharpe (MRS, Oxoid), e incubados a 30°C+1°C/72 horas conforme
Downes e Ito (2001).Dez colonias das placas com quantificagcdo entre 30 e 300
colonias foram escolhidas para realizacdo de coloracao de Gram e teste de catalase.
As culturas Gram positivas e catalase negativas foram consideradas confirmadas

para bactérias laticas. Os resultados foram expressos em UFC/g.
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3.1.3.3 Quantificacdo de Pseudomonas spp.

Foram retiradas aliquotas de 100uL da diluicdo 10" e semeadas em
duplicata em placas de Petri em Cefalotina sodica fusidato — agar cetrimide (CFC,
Difco) pela técnica “spread plate”. As placas foram incubadas a 25°C/44+4 horas.
Colbnias presumiveis de Pseudomonas foram confirmadas pelo teste de oxidase, as
que apresentaram reacdo positiva para oxidase eram consideradas Pseudomonas.

Os resultados foram expressos em UFC/g.

3.1.3.4 Pesquisa de Salmonella spp.

Foi obtida a unidade analitica de 25g das amostras, adicionadas a 225 mL
de agua peptonada tamponada (APT, Difco) e incubados a 37°C/18+2h. Apéds este
periodo, 100uL do pré-enriquecimento foram transferidos para Caldo Rappaport-
Vassilidis Soja (RVS, Difco) e incubado a 41,5°C+1°C/24h+3h, e 1mL para Caldo
Tetrationato Muller Kauffmann Novabiocina (MKTTn, Oxoid) e incubado a
37°C+1°C/24+3h. De cada cultivo em RVS e MKTTn foi retirada uma algcada e
semeados pela técnica de esgotamento superficial com auxilio de alca de platina em
Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD , Himedia) e Agar Bismuto de Sulfito (BS,
Difco) que foram incubados a 37°C+1°C/24+3h. Nas amostras em que se observou
desenvolvimento de colbnias tipicas as mesmas foram selecionadas e semeadas em
Agar Nutriente (NA), as placas foram incubadas invertidas a 37°C+1°C por 24+3h.
Seguiu-se a etapa de confirmacdo bioquimica com testes de crescimento em Agar
Triplice Acucar Ferro (TSI, Oxoid), crescimento em Agar Lisina Ferro (LIA), teste de
urease, teste de lisina descarboxilase, teste de Voges-Proskauer, teste de indol e
teste de B- galactosidade (ISO 6579/2007). Nos isolados suspeitos para Salmonella
spp. foi realizado o teste de soroaglutinagdo com o emprego do anti-soro polivalente
flagelar e somatico ( PROBAC®).
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Figura 1. Diagrama das analises microbioldgicas da investigacdo da microbiota
deterioradora e Salmonella spp. de peitos de frango expostos a venda no
comeércio varejista.

3.2 ESTUDO DA PENETRACAO DE Salmonella EM PEITOS DE FRANGO

3.2.1 Plano de amostragem e delineamento Experimental

Para realizacdo do experimento, foram realizadas seis repeticdes para cada
um dos tratamentos por meio de um delineamento inteiramente casualizado sendo
que para a casualizacao, os peitos de frango sem pele e sem osso foram divididos
ao meio e fragmentados em subamostras de 3cm x 3cm x 3cm (A x L x C), estas
unidades foram misturadas e escolhidas subamostras aleatoriamente.

Foram realizados dois tratamentos e o controle. O controle (C) consistiu em
subamostras de peitos de frango onde néo foi realizado nenhum tipo de inoculacéo,
sendo utilizado para analise da microbiota naturalmente presente (Salmonella
spp.,psicrotréficos, psicrotroficos proteoliticos, bactérias laticas e Pseudomonas
spp.); o tratamento | consistiu em subamostras de peito de frango com inoculacdo de

S. Enteritidis e o tratamento Il consistiu no subamostras de peito de frango com
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inoculacdo de S. Enteritidis e Pseudomonas spp., simultaneamente, conforme
Tabela 2. As unidades experimentais corresponderam a partes dos peitos sem pele
e sem 0SS0.

As amostras de cada um dos tratamentos foram armazenadas em
incubadora refrigerada tipo B.O.D., sob trés condi¢cdes de temperaturas controladas,
2°C, 7°C e 12°C, As analises microbiolégicas foram realizadas em trés intervalos de
tempo, chamados de tempo um (T1 = 24 horas), tempo dois (T2 = 48 horas) e tempo
trés (T3 = 72 horas) (Tabela 2).

Tabela 2.Tratamentos, temperaturas e tempos de armazenamento realizados nas
subamostras de peito de frango sem pele e sem 0sso.

Tratamento Descricao do Temperaturas Tempos de
tratamento de estocagem
estocagem
C Peito de frango néo 2°C, 7°C, 24h, 48h, 72h
inoculado (controle) 12°C
I Peito de frango inoculado 2°C, 7°C, 24h, 48h, 72h
com Salmonella 12°C
Enteritidis
Il Peito de frango inoculado 2°C, 7°C, 24h, 48h, 72h
com S. Enteritidis e P. 12°C

fluorescens

3.2.2 Descricdo das amostras e subamostras de peito de frango

Foram utilizados cortes in natura de peitos de frango, sem pele e sem 0ss0,
submetidos ao processamento em “tumbling” com adicdo de solucdo com 1,5% de
sal comercial. Estes cortes foram obtidos diretamente da industria de abate e
processamento de aves habilitada para exportagdo; Os peitos de frango foram
transportados até o laboratério em condicbes isotérmicas e mantidos em
temperatura inferior a -18°C até a utilizacao.

As amostras de peitos de frango foram descongeladas overnight em
geladeira. No momento do preparo das subamostras foi realizada uma desinfec¢éo
superficial dos mesmos com algoddo embebido com alcool 70%. Os peitos de frango
foram colocados sobre uma tabua de corte e divididos assepticamente, com auxilio
de uma faca, régua e moldes estéreis. Para dividir as subamostras utilizou-se régua

de plastico esterilizada e moldes de nove cm? do mesmo material, também estéreis.
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Com auxilio da régua mediu-se a espessura do peito do frango que deveria
apresentar altura igual a 3cm. Porgbes com espessuras inferiores foram
descartados. Os moldes 3cm x 3cm foram colocados sobre o peito, para garantir as
dimensdes do comprimento e largura. Em seguida, com auxilio de uma faca, era
feito o corte, originado subamostras com: 3cm x 3cm x 3cm (C x L x A) (Figura 2).
Estas subamostras foram acomodadas dentro de bandejas de plastico desinfetadas

com alcool 70% e mantidas sob refrigeracdo até o momento da inoculacéo.

Figura 2. Fragmentacgédo dos peitos de frango em subamostras.

3.2.3 Preparo do cultivo de Salmonella Enteritidis e padronizacéo do inéculo

No presente trabalho foi utilizada uma cepa Salmonella Enteritidis de origem
aviaria e resistente ao Acido Nalidixico (NAL") na concentracéo de 100 pg, cedida
pelo Prof. Dr. Raphael Lucio Andreatti Filho, do Departamento de Clinica Veterinaria
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Campus de Botucatu, SP. A cepa foi mantida em &agar
conservacao e sob refrigeracdo, até o momento de sua utilizagao.

Com o objetivo de verificar o padrao de crescimento foi retirada uma alcada
da cultura em agar conservacao e transferida para erlemeyer contendo 100 mL de
caldo Infusdo de Cérebro e Coragcdo (BHI — Difco) que foram acomodadas em
Shaker (Shaker-orbital OS-10 BIOSAN®) e incubadas a 35°C/18-24h. A partir deste
cultivo foram feitas diluicdes decimais seriadas em solucao salina 0,85% até a
diluicdo 10-*°,em seguida 100uL de cada uma das diluicdes foi semeada em placas
de Petri contendo agar PCA, através da técnica “spread plate”, e incubado 35°C/24h
. Apos este periodo foi realizada a contagem das colbnias para a escolha da diluicdo
que fornecesse 1000 UFC em 500 pL, volume escolhido para a contaminacéo

superficial das subamostras de peito de frango utilizado nos tratamentos | e Il.
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3.2.4 Preparacao do inéculo de Pseudomonas fluorescens

Foi utilizada uma cepa de Pseudomonas fluorescens (IAL 2049) adquirida do
Nucleo de Colecdo de Micro-organismos do Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo- na
forma liofilizada que foi reativada conforme instru¢des fornecidas pelo IAL. Depois
de reativada a cultura foi mantida em agar conservacdo, sob refrigeracdo, até o
momento de sua utilizagdo. Para preparagdo do indculo foi retirada uma alcada da
cultura em agar conservacado e transferida para erlemeyer com 100 mL de caldo
BHI, acomodados em aparelho Shaker (Shaker-orbital 0S-10 BIOSAN®) e incubadas
a 30°C/ 18-24h. A partir deste cultivo foram feitas diluicbes decimais seriadas em
solucdo salina 0,85% até a diluicdo 10™°, em seguida 100pL de cada uma diluicdes
foi semeada em placas de Petri contendo Agar Padr&o para Contagem (PCA, Difco)
e incubadas a 30°C/ 48h. Apos este periodo foi realizada a contagem de UFC das
placas para verificagdo de qual diluicdo mais se aproximava de 1000 UFC em 500uL
volume escolhido para a contaminagdo superficial das subamostras de peito de

frango no tratamento |II.
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Figura 3. Procedimento de padronizacdo dos in6culos de Salmonella Enteritidis e
Pseudomonas fluorescens.
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3.2.5 Inoculacado de Salmonella Enteritidis nas subamostras de frango (tratamento )

Para contaminacdo das subamostras de peito de frango aliquotas de 500uL
do indculo contendo uma quantidade de referéncia de 1000 UFC, conforme descrito
no item 3.2.3, foram dispensadas em uma placa de Petri estéril sobre a qual foram
depositadas as subamostras de peito de frango com auxilio de uma pinca estéril,
sendo que somente a porcao inferior das subamostras de peito de frango entrou em
contato como o inéculo. Estas placas foram identificadas de acordo com o
tratamento ao qual pertenciam, acomodadas dentro de bandejas de plastico e

incubadas nas temperaturas e pelos tempos pré-determinados (Figura 4).

3.2.6 Inoculacado de S. Enteritidis e Pseudomonas fluorescens nas subamostras de

frango (tratamento I1)

Para contaminacdo das subamostras de peito de frango foram preparados
inoculos de Salmonella Enteritidis e Pseudomonas fluorescens, contendo uma
guantidade de referéncia de 1000 UFC para cada grupo microbiano, como descrito
nos itens 3.2.3 e 3.2.4. Para contaminacdo das subamostras de peito de frango
aliquotas de 100uL de cada um dos inoculos foram dispensados em uma placa de
Petri estéril sobre a qual foram depositadas as subamostras de peito de frango com
auxilio de uma pinca estéril, sendo que somente a porcao inferior das subamostras
de peito de frango entrou em contato como o0 indculo. Estas placas foram
identificadas de acordo com o tratamento ao qual pertenciam, acomodadas dentro
de bandejas de plastico e incubadas nas temperaturas e pelos tempos pré-

determinados (Figura 4).
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Figura 4. Inoculacdo de S. Enteritidis (tratamento 1) e S. Enteritidis e P. fluorescens
(tratamento 1) nas subamostras de peito de frango.

3.2.7 Confirmagdo dos inbéculos de Salmonella Enteritidis e Pseudomonas

fluorescens

Para confirmagdo dos indculos utilizados nos tratamentos | e |l foram
retirados 100uL da diluicdo utilizada (10®°) da cultura de S. Enteritidis e de P.
fluorescens e semeada individualmente em placa de Petri com Agar Padrdo para
Contagem Total (PCA, Difco) incubados a 35°C/24h e 25°C/48h, respectivamente.
Decorrido este tempo era feito a contagem de colbnias, a qual deveria estar proxima
de 1000 UFC. Este procedimento foi realizado em todas as repeticoes.

3.2.8 Avaliacdo da penetragdao de Salmonella Enteritidis nas subamostras de peito

de frango armazenadas em diferentes condi¢cdes de temperatura

Foi realizada a avaliacdo da penetracédo de S. Enteritidis nos tempos T1, T2
e T3, nas subamostras de peito de frango, sendo duas amostras do controle (C),
duas com inoculacéo de S. Enteritidis (Tratamento 1) e duas do tratamento com
inoculacao de S. Enteritidis e P. fluorescens (Tratamento Il), para cada temperatura,

sendo uma das amostras de cada tratamento destinada a analise da penetracdo de
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S. Enteritidis e a outra a analise dos micro-organismos deteriorantes (psicrotroficos,
psicrotréficos proteoliticos, bactérias laticas e Pseudomonas spp.). Sendo que a
avaliacdo da penetragdo de S. Enteritidis foi realizada observando a penetragéo do
patdgeno em um sentido, ou seja, da superficie que esteve contato com o inoculo
em direcdo a por¢cdo que ndo esteve em contato com o inéculo (Figura 5). As
subamostras foram retirados das bandejas onde estavam incubados e colocados
dentro de uma bacia de inox estéril, dentro de fluxo laminar para realizacdo da
segmentacdo dos subamostras. Os subamostras foram subdivididos em trés
segmentos com um cm cada, ou seja, 0 segmento superficial (Base) que esteve em
contato com o indculo, o segmento médio e o segmento distal (Topo) os quais foram
seccionados sob condicfes assépticas com auxilio de uma faca e régua estéreis.
Em seguida foram colocados dentro de sacos plasticos estéreis para Stomacher,
identificados com o niamero de segmento, bloco e temperatura em que estiveram
incubados e, entdo, destinados a analise de S. Enteritidis e micro-organismos

deteriorantes (Figura 6).

\

500 pL do inéculo

L

Sentido da Sub-amostras de
penetracao do inéculo peito de frango
nas sub-amostras de colocadas sobre o

peito de frango inoculo

Figura 5. Esquema contaminacao das subamostras de peito de frango e sentido da
penetracdo de Salmonella Enteritidis.
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Figura 6. Divisdo das subamostras de peito de frango em segmentos de 1 cm.

A verificagdo da penetracdo de S. Enteritidis nos trés fragmentos (base,
médio e topo) foi realizada pela contagem de Salmonella e pela presenca ou
auséncia por fragmento.

Os segmentos foram pesados e colocados individualmente em sacos
plasticos estéreis contendo agua peptonada tamponada 0,1% (APT, Difco) numa
proporcdo final de 1:10, homogeneizados em Stomacher (Seward®) por dois
minutos.

Para contagem de Salmonella Enteritidis, ap6s a homogeneizacao era
retirada uma aliquota de 100pL que era semeada em placas de Petri contendo Agar
Bismuto Sulfito (BS, Difco) adicionados de Acido Nalidixico (NAL") na concentracéo
de 100ug/mL, pela técnica “spread plate” e incubado a 35°C/24h, apGs esse periodo
era realizado a contagem das col6nias que haviam se desenvolvido e calculado o
namero de UFC por Grama de fragmento.

Para a pesquisa de Salmonella (presenca/auséncia) o restante da amostra
de pré-enriqguecimento era incubado a 37°C/18+2h, seguiu-se o protocolo da ISO
6579/2007 (modificado) conforme descrito no item 4.1.3.4 tendo sido adicionado aos
agares de plagueamento seletivo-diferencial o NAL+ numa concentracdo de
100pg/mL.
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3.2.9 Quantificacdo de Pseudomonas fluorescens inoculada e da microbiota

deterioradora autoctone

ApoOs a fragmentacédo dos subamostras de peito de frango em segmentos de
1 cm, cada segmento foi pesado e colocado individualmente em saco plastico estéril
contendo Solucdo Salina 0,85% numa proporc¢ao final de 1:10 e homogeneizadas
em Stomacher (Seward®) por dois minutos. Em seguida foram realizadas diluices
decimais seriadas até a diluicdo de 103, para cada segmento da subamostra de
peito frango (base, meio e topo). A Quantificacdo de Pseudomonas spp. seguiu a
mesma metodologia descrita no item 4.1.3.3. Para o célculo da populacdo foi
considerado o somatorio da cultura inoculada com a possivel presenca de

Pseudomonas spp. naturalmente contaminante.

3.3 ANALISES ESTATISTICAS

A média das contagens para cada tratamento (I e Il), temperatura de
estocagem (2, 7 e 12°C), tempo de estocagem (24, 48 e 72h) e para cada segmento
da subamostras (base, meio e topo) foram comparadas pela analise de variancia
(ANOVA) para verificar as diferencas estatisticas (P<0,05) utilizando-se o software
Statistica 7.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK).



48

Peito de frango
com3X3X3cm
Tratam‘entos Y ‘
| 1l
2 3
Controle = 3 Inoculagédo 10° log/UFC
'”°°“',;:'9§?n1ecr)m;’§/ UFC S. Enteritidis + P.
’ fluorescens
\ |
Simulagao temperaturas de incubagao
12.C
Periodos de incubagéo
72h

Divisdo das amostras em trés segmentos

Homogeneizagado com SS ou ATP/2 min/165 rpm

1
o T T
Salmonella Indicadores
Y
Aliquota de 100uL \
' Pesquisa de 156 1372012010
BS com acido NAL Salmonella
v conforme I1ISO
6579/2007
371C/24h (modificado)
v
Contagem UFC

Figura 7. Diagrama da investigacdo da penetracdo de Salmonella Enteritidis em
peitos de frango expostos a diferentes condicfes de temperatura.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 30 amostras de peitos de frango refrigerados sem pele e sem osso duas
(6,6%) foram positivas para Salmonella sp.. Cabe destacar que as duas amostras
positivas para Salmonella apresentaram contagens de indicadores muito abaixo das
meédias obtidas, o que pode estar relacionado a uma menor competicio com o
patbgeno e, consequentemente, permitindo sua presenca e favorecendo seu

isolamento (Tabela 3).

Tabela 3. Médias das contagens Pseudomonas spp., BAL, Psicrotroficos e
psicrotréficos proteoliticos em log/lUFC/g nas amostras de peito de
frango com e sem presenca de Salmonella spp. obtidas do varejo da
cidade de Palotina — PR.

Pseudomonas Bactérias . - Psicro.
.. Psicrotroéficos .
spp. laticas proteolitios
Amostras - ND 4,77 560 3,50
Salmonella
Amostras ND 2 30 254 238
+Salmonella

ND = Nao detectado

Nos cortes analisados, a contagem média de psicrotréficos e BAL foi,
respectivamente, 4,9 x 10°UFC/g e 5,9 x 10* UFC/g, dessa forma, os resultados
indicaram niveis de contaminacdo ndo muito elevados, o que coloca sugere
processamento de obtencdo bem como da conservacdo do produto adequado,
assegurando a qualidade microbiologica do produto. Contudo, nas duas amostras
em que foi obtido o isolamento de Salmonella sp.., as contagens de psicrotréficos e
BAL foram, respectivamente, 3,5 x 10% e 2,1 x 10°UFC/g.

As contagens de psicrotroficos foram semelhantes as encontradas por
Carvalho et al.(2005) que analisando cortes de frango como coxa, sobrecoxa,
figado, moela, peito empanado observaram uma variacdo entre 10* a 10°UFC/g.

Em nenhuma das amostras analisadas foi possivel quantificar Pseudomonas
spp., um psicrotrofico aerdbio com efeito deteriorante comumente presente em carne

de aves refrigeradas. Resultados estes diferentes dos encontrados por Penteado e
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Esmerino (2011) que confirmaram a presenca de Pseudomonas spp. em 70% das
amostras de carne de frango analisadas. E de Mellor et al. (2011) que verificaram
contagens variando entre 2,3 log UFC/g a 7,4 log UFC/g durante os sete dias de
realizacdo do estudo.

Observou-se que a microbiota autéctone estudada pareceu nao ter influéncia
sobre a presenca de Salmonella sp.. em peitos de frango refrigerados e que as
condicbes higiénico-sanitarias dos mesmos apresentaram-se satisfatorias, com
contagens baixas de indicadores.

Estudos confirmaram a presenca de Salmonella spp. em cortes de
frango.Capita et al., (2003) analisaram a incidéncia de Salmonella em produtos
avicolas na Espanha, incluindo carcacas de frango, cortes como asa, coxa, figado,
coracao e produtos de frango processados (linguica e hamburguer), e verificaram
gue 40% dos cortes estavam contaminados. Os autores enfatizaram que a elevada
contaminacao dos cortes pode ser resultado de contaminagao cruzada com regioes
da carcaca mais contaminadas, como a pele, ou o ambiente de manipulacao.

Ruban et al. (2010), na india, isolaram Salmonella em cortes de frango em
abatedouros avicolas e encontraram prevaléncia de 31,9% das amostras de peito de
frango analisadas.

Ribeiro et al., (2007) em estudo realizado no Brasil analisando a presenca de
Salmonella em cortes de frango, verificaram 39,9% de amostras positivas tendo
sido o sorovar Enteritidis identificado em 84% das cepas isoladas.

Kell e Picolli (2008) avaliaram a presenca de Salmonella sp.. em carcacas,
cortes comerciais e visceras de frango resfriadas em abatedouro no Estado do Rio
Grande do Sul e encontraram uma frequéncia de 10% de amostras positivas entre
as carcacas, peito, filé de peito, asa, coxa com sobrecoxa, figado e moela
analisados, além de um frequéncia de 30% das amostras de coracao.

Carvalho e Cortez (2005) analisaram a frequéncia de Salmonella spp. em
carcacas, carne mecanicamente separada, linguicas de frango, cortes de peito de
frango, coxa e sobrecoxa em um abatedouro avicola do Estado de S&o Paulo e
encontraram positividade de 13,3%, 15%, 16%, 30% e 13,3% para cada um dos
itens analisados, respectivamente.

Estes resultados comprovam que Salmonella spp. continua sendo um

grande problema pra a industria avicola mesmo sendo encontrado em percentuais
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variaveis e enfatizam a necessidade de constantes estudos e busca de métodos
mais eficazes para o controle deste patdgeno.

Com relagdo ao estudo da penetracdo da Salmonella Enteritidis nas
subamostras de peito de frango, quando foi empregada a técnica de contagem de
Salmonella por fragmento os resultados variaram, tanto para o tratamento | quanto
para o Il, ndo tendo sido possivel realizar a quantificacdo em todas as combinacgdes
de tempo e temperatura de estocagem mostrando que a penetragdo ocorre, mas em
velocidade distinta.

Verifica-se na Tabela 3a 4 que nas subamostras de peito de frango
estocados a 2°C foi possivel quantificar Salmonella apdés 24 horas somente na base
(Tratamento 1) e na base e no meio (Tratamento II). Em 48 e 72h de estocagem,
recuperou-se Salmonella dos segmentos base e meio, ndo sendo possivel recuperar
Salmonella do segmento topo. Nos subamostras que ficaram incubados a 7°C, o
comportamento foi muito semelhante, onde depois de 24 h ja foi possivel recuperar
Salmonella de todos os segmentos da base e meio. O mesmo aconteceu depois de
48h e 72h, sem contagens no topo para ambos os tratamentos. No entanto o
comportamento de Salmonella foi diferente nas amostras que ficaram incubadas a
12°C, onde mesmo apos 24 horas ja foi possivel recuperar Salmonella em todos os
segmentos (Tratamento |I) fenbmeno também observado no Tratamento II, com
excecdo do segmento topo em 24 horas. Estes dados permitem dizer que nestas
temperaturas o patdogeno tem capacidade de migrar mais rapidamente.

Na comparacdo entre os tratamentos | e Il ndo houve variacdo estatistica
significativa quando foram avaliadas as mesmas condi¢cdes de temperatura, tempo e
segmento [F(z0 148)=6,53, p<0,05] (Tabela 4). Dessa forma, acredita-se que a
microbiota deterioradora principalmente Pseudomonas fluorescens inoculada, nao
tenha exercido influéncia sobre a penetracdo de Salmonella Enteritidis. No entanto
ndo foram realizadas avalia¢des histologicas, da topografia do tecido muscular para
verificar se 0s micro-organismos deteriorantes foram capazes de alterar a estrutura
tecidual mesmo em baixos niveis.

Excecdo a essas informacbOes foram o0s resultados encontrados em
estocagem por 24 horas onde a recuperacdo de Salmonella ocorreu a 2°C no
tratamento I, o que nao foi observado no tratamento I. A 12°C em 24 horas houve

recuperacdo o que ndo foi observado nas mesmas condi¢cdes no tratamento |
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(Tabela 4).Aparentemente a 2°C houve algum efeito da presenca de Pseudomonas

na penetracdo de Salmonella . Contudo, este aspecto néo foi verificado a 12°C.

Tabela 4. Médias das contagens de Salmonella Enteritidis em Log/UFC por
temperatura (2, 7 e 12°C), tempo de estocagem (24, 48 e 72h) e
segmento (base, meio e topo) e nos Tratamento | e Il.

Segmento da sub-amostra

Temp. Estoc. Trat. :
Base Meio Topo
24h I 2,10 (£ 0,21) ND ND
Il 2,09 (+£0,21) 2,0(x0) ND
I 2,10 (= 0,24) 2,0(zx0) ND
2°C 48h I 2,15 (£ 0,25) 2,0(x0) ND
79h I 2,20 (£ 0,24) 2,0(x0) ND
Il 2,34 (£ 0,41) 2,0 (£0) ND
24h I 2,16 (£ 0,25) 2,10 (£ 0,17) ND
Il 2,37 (x0,48) 2,0(zx0) ND
I 2,20 (£ 0,24) 2,0(x0) ND
[ 48h I 2.42 (+ 0,44) 2,07 (0) ND
79h I 2,36 (£ 0,28) 2,07 (£ 0) ND
Il 2,56 (x0,42) 2,15 (£ 0,16) ND
24h I 2,36 (£ 0,40) 2,60 (£ 0) 2,0(x0)
Il 2,55 (x0,45) 2,0(zx0) ND
120C 48h I 2,95 (£ 0,31) 2,30 (£ 0,27) 2,40 (£ 0,55)
Il 3,03 (x0,19) 2,33 (x0,31) 2,21 (x0,48)
79h I 3,27 (£ 0,20) 2,99 (£ 0,27) 2,36 (£ 0,40)
Il 3,32 (£ 0,20) 2,74 (£ 0,39) 2,41 (£ 0,42)

ND = nao detectado

Quando realizadas comparacdes dentro dos tratamentos individualmente
percebeu-se diferenca estatistica significativa em alguns pontos [F(1971)=8,72,
p<0,05] .No tratamento | comparando-se as contagens de Salmonella Enteritidis
(Log UFC/segmento) entre os segmentos de uma sub-amostra (base/meio/topo) nas
mesmas condicdes de temperatura e tempo verificou-se diferenca significativa
apenas entre os segmentos base e topo estocados a 12°C por 72 horas. E
comparando-se o efeito da variacdo do tempo para 0 mesmo segmento na mesma
temperatura verificou-se diferenca significativa na base em 24 h e 72h na
temperatura de armazenamento 12°C (Tabela 5). Estes resultados podem ser

visualizados de forma ilustrativa na figura 8.
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Tabela 5. Médias das contagens de Salmonella Enteritidis em Log/UFC por
temperatura (2, 7 e 12°C), tempo de armazenamento (24, 48 e 72h) e
segmento (base, meio e topo) noTratamento |.

Segmento da sub -amostra
Temp. Estoc. g

Base Meio Topo
24h 2,10 (£ 0,21) Aa ND ND
2°C 48h 2,10 (£ 0,24) Aa 2,0 (£0) Aa ND
72h 2,20 (£ 0,24) Aa 2,0 (x0) Aa ND
24h 2,16 (£ 0,25) Aa 2,10 (£ 0,17) Aa ND
7°C 48h 2,20 (£ 0,24) Aa 2,0 (x0) Aa ND
72h 2,36 (£ 0,28) Aa 2,07 (£ 0) Aa ND
24h 2,36 (x0,40) Ab 2,60 (£ 0) Aa 2,0 (£ 0) Aa

12°C 48h 2,95 (+ 0,31) Aa 2,30 (+0,27) Aa 2,40 (+ 0,55) Aa
72h 3,27 (£ 0,20) Aa 2,99 (+0,27) Aa 2,36 (+ 0,40) Ba

Letras mailsculas diferentes nas linhas e letras minlsculas diferentes nas colunas significa p < 0,05.
A avaliagcdo nas colunas foi realizada individualmente para cada temperatura. ND = Nao detectado.
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Figura 8. Penetracdo de S. Enteritidis a 2°C (A), 7°C (B) e 12°C (C) - Tratamento |
em cada segmento da subamostra.
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No tratamento Il verificou-se diferenca estatistica nas contagens de
Salmonella (Log de UFC/segmento) entre a base e topo incubados 12°C apos 48 e
72 h [F(1977)=5,46, p<0,05]. Na comparacdo do mesmo segmento em tempos
diferentes incubados na mesma temperatura, o resultado foi igual ao do tratamento I,
com diferenca significativa apenas entre as contagens do segmento base analisados
em 24 h e 72h na temperatura de armazenamento 12°C (Tabela 6). Estes resultados

estao ilustrados na Figura 9.

Tabela 6. Médias das contagens de Salmonella Enteritidis em Log/UFC por
temperatura (2, 7 e 12°C), tempo de armazenamento (24, 48 e 72h) e
segmento (base, meio e topo) noTratamento .

Temp.  Estoc. Segmento da sub -amostra

Base Meio Topo

24h 2,09 (£0,21) Aa 2,0 (x0) Aa ND

2°C 48h 2,15 (£ 0,25) Aa 2,0 (£ 0) Aa ND
72h 2,34 (+0,41) Aa 2,0 (+0) Aa ND

24h 2,37 (£ 0,48) Aa 2,0 (£ 0) Aa ND

7°C 48h 2,42 (+ 0,44) Aa 2,07 (+0) Aa ND
72h 2,56 (£0,42) Aa  2,15(+x0,16) Aa ND

24h 2,55 (+0,45) Ab 2,0 (£ 0) Aa N D

12°C  48h 3,03(+0,19) Aa 2,33 (+0,31)Aa 2,21 (+0,48) Ba
72h 3,32 (£0,20) Aa 2,74 (£0,39) Aa 2,41 (+0,42) Ba

Letras mailsculas diferentes nas linhas e letras minlsculas diferentes nas colunas significa p < 0,05.
A avaliagdo nas colunas foi realizada individualmente para cada temperatura. ND = Nao detectado.
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Figura 9. Penetracéo de S. Enteritidis a 2°C (A), 7°C (B) e 12°C (C) — Tratamento Il
em cada segmento das subamostras.

Pelos resultados obtidos, o efeito da temperatura foi significativo na
penetracdo de Salmonella, sendo que, apenas nas amostras incubadas a 12°C foi
verificada a penetracdo de Salmonella em toda a extensao da sub-amostra, ou seja,
3 cm de peito de frango, ap6s 48h. As temperaturas de 2°C e 7°C podem ter
exercido efeito deletério sobre a penetragdo de Salmonella Enteritidis fazendo com
gue o desenvolvimento do patdégeno ficasse restrito aos segmentos da base e médio
das subamostras de peito de frango.

Dessa forma, nossos resultados corroboram com 0s encontrados por
Thomas et al., (1987) que ressaltam o efeito da temperatura sobre a penetracéo
bacteriana, eles analisaram cinco condi¢des diferentes de temperatura (4, 10, 15, 20
e 25°C) para a penetracdo de culturas de Pseudomonas spp., Acinetobacter spp. e
Serratia marcescens e verificaram que a penetracdo destes micro-organismos foi
maior com o aumento da temperatura. Para Gill e Penney (1977) o tempo

necessario para a penetracdo bacteriana foi dependente da temperatura de
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incubacédo, sendo a penetragdo maior com 0 aumento da temperatura, estes autores
verificaram que a taxa de penetracédo de S. Typhimurium foi de 10, 7 e 3cm por hora
a 37, 30 e 20°C, respectivamente.

O conhecimento a respeito do efeito da temperatura sobre a penetragédo de
Salmonella nos produtos de frango € importante, pois pode ajudar a industria a
prever com seguranca o0s niveis de Salmonella durante o processamento e
armazenamento (JUNEJA et al., 2007).

E mesmo que o controle da temperatura no processamento da carne de
frango seja adequado para evitar o desenvolvimento microbiano as condicdes de
temperatura durante o transporte, comercializacdo e armazenamento domeéstico até
0 momento do preparo e consumo nao sdo conhecidas. Temperaturas de abuso
durante o armazenamento e processamento contribuiram com 19% dos surtos de
doencas de origem alimentar de 1983 a 1990 em Séao Paulo, de acordo com Silva,
(1997). Abusos na temperatura de armazenagem de alimentos também foram
verificados por Kennedy et al. (2005) que encontraram irregularidades na
temperatura de refrigeradores do varejo e domicilios em estudo da Europa.

A presenca de Salmonella no interior de carnes pode aumentar a
possibilidade de ocorréncia de casos e surtos de ETAS, principalmente quando estes
alimentos sado indevidamente preparados e manipulados. O ambiente muscular
interno propicia um aumento da resisténcia térmica de agentes patégenos
microbianos (VELASQUEZ et al., 2010). Dessa forma o micro-organismo esta
fisicamente protegido nas por¢des mais centrais do tecido chamadas de “cold points”
tornando mais dificil sua eliminacdo. Durante a fritura, cozimento ou outros
procedimentos para carne temperaturas razoavelmente altas ocorrem na parte
superficial da carne, eliminando as bactérias que estdo nessa regido, entretanto
patdogenos internos podem sobreviver (LUBER, 2009), dessa forma, o sub
processamento térmico deixara micro-organismos viaveis nos alimentos, podendo
causar doenca diretamente pelo seu consumo ou contaminar outros alimentos,
superficies, equipamentos através de contaminacao cruzada.

Jong et al., (2012) avaliaram a resisténcia térmica de Campylobacter jejuni,
Escherichia coli e Salmonella Typhimurium na superficie de filé de peito de frango
durante o cozimento em agua fervente. Os filés de frango foram contaminados com
0s patégenos, armazenados overnight a 4°C e posteriormente cozidos, os autores

perceberam que o tempo de reducéo decimal dos micro-organismos foi de 1,90, 1,97



57

e 2,20 minutos, respectivamente. No entanto, nas porc¢des internas sera requerido
um tempo maior para a temperatura atingir valores capazes de eliminar as bactérias,
desta forma, o tempo de cozimento precisa ser maior para provocar a morte de
bactérias no interior do musculo, tornando o tempo de cozimento muito mais critico
do que do que se imagina.

Algumas caracteristicas de Salmonella Enteritidis também podem ter
contribuido para a penetracdo. Salmonella Enteritidis € movel, assim como a maioria
dos sorovares, e de acordo com estudo de Thomas et al.,, 1987 a motilidade
bacteriana € muito importante para o processo de penetragdo. Em seu trabalho eles
compararam a penetracao bacteriana de cepas méveis (Pseudomonas spp.,Serratia
marcescens) e ndo moveis ( Flavobacterium spp. e Acinetobacter spp.) e verificaram
gue as cepas nao moéveis nao tiveram habilidade de penetrar no tecido mesmo
depois de sete dias incubados a 15°C.

Nés verificamos, acidentalmente, que esta cepa apresenta também
capacidade proteolitica, o que também pode ter facilitado a penetracdo. Trabalhos
como os de Thomas et al., (1987), e Nychas et al., (2008) ressaltavam a importancia
da atividade proteolitica na penetracdo de micro-organismos em carnes. Ambos 0s
autores estudaram a penetracdo de bactérias proteoliticas e ndo proteoliticas em
carne e verificaram que apenas as proteoliticas apresentaram capacidade de
penetrar no tecido. Gill e Penney (1977) comprovaram a penetracdo de uma cepa
proteolitica de S. Typhimurium em musculo bovino. Segundo estes autores quando
as bactérias proteoliticas se aproximam de sua densidade maxima secretam
proteases extracelulares que aparentemente degradam o tecido conectivo entre as
fibras musculares, permitindo que as bactérias penetrem por estes espacos.

Além desses fatores as caracteristicas do corte também podem ter
facilitando a multiplicacdo e a penetracdo de S. Enteritidis. O corte de peito de
frango utilizado neste trabalho foi submetido ao processamento de “tumbling” e teve
adicao de 1,5% de sal ainda na industria. Warson et al. (2008) e Moza et al. (2009)
comprovaram a penetracdo de Salmonella spp. em cortes de peito de frango e de
peru submetidos ao tambleamento, pois este processo pode promover alteragbes
estruturais na camada exterior da carne (DOLATA et al., 2004), promovendo o
alargamento de fendas no tecido (MOZA et al. 2009) servindo de rota para

penetracédo de Salmonella .
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E importante ressaltar que embora a contaminacdo por Salmonella em
frangos, na maioria dos casos, seja expressa na forma de presenca/auséncia, do
ponto de vista de saude publica, dados a respeito das contagens do patdégeno no
alimento ainda séo significativas ja que podem ser empregadas em avaliacdes de
risco microbiolégico (MEAD et al., 2010).

Ndo é possivel encontrar na literatura muitos dados sobre analise
guantitativa de Salmonella, no entanto estudo de Ghafir et al., (2010) verificaram que
1,3% das amostras de carne suina estavam contaminadas com 10 UFC/g de
Salmonella e 7,4% das amostras apresentaram contaminacao entre 1 a 10 UFC/g
do patdgeno.

Sendo importante destacar que mesmo em concentracdes baixas
Salmonella pode oferecer risco a saude do consumidor podendo se multiplicar para
niveis perigosos se surgirem condi¢cdes adequadas como excesso de temperatura,
por exemplo, (HANSEM, et al., 2010), como observado nos nossos resultados com
aumento da temperatura aumentaram também as contagens do patégeno.

No entanto ao analisarmos os resultados do estudo da penetracdo de
Salmonella através da técnica de presenca/auséncia nas subamostras observou-se
que independentemente das temperaturas de incubacgéo depois de 24 horas ja era
possivel encontrar Salmonella em todos os segmentos do bloco em todas as
temperaturas de incubacédo. Estes resultados indicaram que a cultura de Salmonella
Enteritidis utilizada no estudo necessitou de menos de 24 horas para migrar trés
centimetros no tecido, mesmo na temperatura de 2°C, valor que pode ser
considerado excelente sob o ponto de vista de conservagdo dos alimentos de
maneira geral.

Sabe-se que as espécies de Pseudomonas, especialmente P. fluoresences
se desenvolvem muito bem em alimentos refrigerados, sendo em muitos casos 0s
principais deteriorantes desses alimentos. No entanto, pelos nossos resultados nao
foi possivel o isolamento de Pseudomonas no controle e no tratamento |, € mesmo
no tratamento Il onde foi feita a inoculacdo do micro-organismo seu isolamento
permaneceu baixo e na maioria das vezes restrito ao segmento que teve contato

com o inéculo (Tabela 7).
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Tabela 7. Médias das contagens de Pseudomonas spp. em log/UFC por temperatura
(2, 7 e 12°C), tempo de estocagem (24, 48 e 72h) e segmento (base,
meio e topo) no tratamento Il.

Temperatura
2°C 7°C 12°C

Seqg. 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h

Base 2,00 2,00 2,30 2,00 2,00 2,00 2,00 2,70 2,95
Meio ND ND ND 2,00 2,00 2,00 2,00 2,48 3,08
Topo ND ND ND ND ND ND 2,00 2,00 2,60

ND = Nao Detectado

Uma possivel explicacéo para o baixo isolamento de Pseudomonas pode ser
a competicdo microbiana por nutrientes e sitios de fixacdo que dificultam a
multiplicacdo desse micro-organismo em detrimento de outros micro-organismos. De
acordo com Raccach e Baker (1978), por exemplo, bactérias laticas podem exibir

acao inibitoria sobre diversas espécies de Pseudomonas.
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5 CONCLUSOES

A prevaléncia de Salmonella sp. em peitos de frango sem pele e sem 0sso
expostos a venda foi de 6,6%, o que permite dizer que os produtos de origem
avicola, mesmo os mais nobres, podem expor a saude da populacdo quanto a
presenca deste importante patdogeno. Nestas amostras as contagens de
psicrotroficos e psicrotroficos proteoliticos e bactérias laticas foram consideradas
baixas, quando comparadas com a literatura citada.

Verificou-se uma variagdo no tempo de penetracdo de Salmonella para as
técnicas empregadas no isolamento do patégeno. Quando avaliados os resultados
da penetracdo de Salmonella através da técnica de quantificacdo pode-se concluir
que a penetracado do micro-organismo foi gradual sendo que a temperatura de 12°C
mostrou-se mais favoravel a penetracdo durante o armazenamento.

Com relacdo a técnica de presenca ou auséncia verificou-se penetracdo em
toda a subamostra em todas as temperaturas e tempos de armazenamento.

Dos possiveis fatores associados a penetracdo de Salmonella Enteritidis
concluiu-se que a temperatura exerceu efeito sobre o processo, sendo que as mais
elevadas utilizadas no estudo mostraram-se favorecer a penetracdo. Este processo
se tornou mais evidente ao passar do tempo.

A presenca de Pseudomonas fluorescens inoculada ndo exerceu influéncia
na penetracdo de Salmonella Enteritidis nas condi¢cdes experimentais do presente

estudo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Dessa forma, comprovada a penetracdo de Salmonella Enteritidis em peito
de frango mesmo em temperaturas de refrigeracao seria interessante a verificagédo
da inativacdo térmica de Salmonella em cortes preparados nas mesmas condi¢des,
visto que a sobrevivéncia ou destruicdo de Salmonella nos cortes tem implicagéao
direta sobre a ocorréncia de ETA.

Neste estudo os ensaios foram realizados com peitos de frango que foram
submetidos ao tumbling e tiveram adicado de 1,5% de sal comercial, sendo de esta
forma importante comparar a penetracdo de S. Enteritidis em peitos de frango in
natura, a fim de verificar se estas condigbes foram importantes para o processo de
penetragcéo bacteriana ou se ndo interferiram neste processo.

Verificar a estrutura do tecido muscular nos dois tratamentos para determinar
se a microbiota deteriorante, mesmo em baixas quantidades, é capaz de alterar a
estrutura muscular, favorecendo a penetragdo bacteriana.

Devido a capacidade de penetracdo de Salmonella mesmo a baixas
temperaturas é necessario que as ferramentas de prevencao sejam aprimoradas nas
plantas de abate e processamento de aves para minimizar a contaminacdo de
carcacas e cortes de frango.

Além disso, esses resultados reforcam a necessidade de intensificar o
controle sobre os procedimentos para controle da contaminacdo em toda a cadeia
produtiva do frango e especialmente no processamento do produto na planta
industrial, a fim de reduzir os niveis de contaminacdo, visto que a ocorréncia de
salmonelose em humanos esta amplamente associada ao consumo de frango.
Associado a isso existe a necessidade de esclarecimento da populagéo sobre como
manipular tais alimentos, especialmente com relagédo ao controle da temperatura de
manutencdo dos mesmos, visto que com esse trabalho evidenciamos o efeito da

temperatura sobre o comportamento de penetracdo de Salmonella.
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Apéndice A. Resultados das contagens microbiolégicas (Salmonella Enteritidis, Pseudomonas spp., BAL, psicrotroficos e
psicrotroficos proteoliticos) na avaliagdo da penetracdo de S. Enteritidis em Peito de Frango sob diferentes
condicbes de temperatura (2, 7 e 12°C) tempos de estocagem (24, 48 e 72h) e segmentos (base, meio e topo) nos

tratamentos | e Il.

Repeticédo Tratamento Temper. Tempo Segm. Salmonella Qual. Salmonella Quant. Pseudomonas Psicrotrofico Psicro proteoliticos BAL

1 T1 2 24 Base + 400 0 600 100 10
1 T1 2 24 Meio + 0 0 300 0 0

1 T1 2 24 Topo + 0 0 100 100 0

1 T1 2 48 Base + 400 0 3000 2000 120
1 T1 2 48 Meio + 0 0 1600 1000 50
1 T1 2 48 Topo + 0 0 3000 1500 80
1 T1 2 72 Base + 400 0 42000 2700 310
1 T1 2 72 Meio + 100 0 2200 2000 280
1 T1 2 72 Topo + 0 0 8000 8000 100
1 T1 7 24 Base + 100 0 1100 1100 10
1 T1 7 24 Meio + 200 0 1500 1200 180
1 T1 7 24 Topo + 0 0 3200 3100 120
1 T1 7 48 Base + 100 0 3100 3100 80
1 T1 7 48 Meio + 0 0 2000 1900 150
1 T1 7 48 Topo + 0 0 3400 3400 100
1 T1 7 72 Base + 300 0 4000 0 190
1 T1 7 72 Meio + 0 100 5400 3800 380
1 T1 7 72 Topo + 0 100 12000 10000 170
1 T1 12 24 Base + 100 100 4400 4400 180
1 T1 12 24 Meio + 0 0 3000 2700 140
1 T1 12 24 Topo + 0 0 1400 1400 80
1 T1 12 48 Base + 500 100 21500 18000 280
1 T1 12 48 Meio + 300 100 3800 3700 220
1 T1 12 48 Topo + 0 0 30100 30100 170
1 T1 12 72 Base + 1500 100 40800 40800 810




Repeticao Tratamento Temper. Tempo Segm. Salmonella Qual. Salmonella Quant. Pseudomonas Psicrotrofico Psicro proteoliticos BAL

1 T1 12 72 Meio + 400 100 41800 27000 840
1 T1 12 72 Topo + 100 0 50300 50300 500
1 T2 2 24 Base + 100 100 1000 300 50
1 T2 2 24 Meio + 0 0 1100 1000 0

1 T2 2 24 Topo + 0 0 1000 800 20
1 T2 2 48 Base + 100 100 3000 2000 100
1 T2 2 48 Meio + 0 0 3100 2000 120
1 T2 2 48 Topo + 0 100 3000 3000 10
1 T2 2 72 Base + 100 300 2400 1800 220
1 T2 2 72 Meio + 0 200 7000 1000 240
1 T2 2 72 Topo + 0 100 5000 5000 190
1 T2 7 24 Base + 100 100 100 100 30
1 T2 7 24 Meio + 0 100 100 0 90
1 T2 7 24 Topo + 0 0 800 700 20
1 T2 7 48 Base + 100 200 3100 3100 210
1 T2 7 48 Meio + 100 100 3900 3000 230
1 T2 7 48 Topo + 0 100 15000 13000 290
1 T2 7 72 Base + 200 200 29600 29000 580
1 T2 7 72 Meio + 100 200 30100 23000 420
1 T2 7 72 Topo + 0 100 12200 12200 610
1 T2 12 24 Base + 200 100 4400 4400 80
1 T2 12 24 Meio + 0 200 4500 4500 140
1 T2 12 24 Topo + 0 200 900 900 30
1 T2 12 48 Base + 1000 200 50300 49000 190
1 T2 12 48 Meio + 100 800 30100 22000 200
1 T2 12 48 Topo + 0 1000 38100 38100 180
1 T2 12 72 Base + 1200 300 40100 17000 700
1 T2 12 72 Meio + 200 1100 50200 50200 420
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Repeticao Tratamento Temper. Tempo Segm. Salmonella Qual. Salmonella Quant. Pseudomonas Psicrotrofico Psicro proteoliticos BAL

1 T2 12 72 Topo + 100 2100 49800 49800 470
1 c 2 24 Bloco 0 0 0 300 400 0
1 C 2 48 Bloco 0 0 0 1800 900 900
1 c 2 72 Bloco 0 0 0 1900 1000 100
1 C 7 24 Bloco 0 0 0 1800 1300 400
1 c 7 48 Bloco 0 0 0 14000 2800 200
1 C 7 72 Bloco 0 0 0 20000 3500 900
1 c 12 24 Bloco 0 0 0 21000 10000 10000
1 C 12 48 Bloco 0 0 0 43000 10000 3200
1 c 12 72 Bloco 0 0 0 41000 24000 24000
2 T1 2 24 Base + 100 0 100 100 20
2 T1 2 24 Meio + 0 0 200 100 0
2 T1 2 24 Topo + 0 0 100 100 0
2 T1 2 48 Base + 100 0 800 700 80
2 T1 2 48 Meio + 100 0 900 700 50
2 T1 2 48 Topo + 0 0 1800 200 0
2 T1 2 72 Base + 200 0 800 200 120
2 T1 2 72 Meio + 100 0 1200 100 120
2 T1 2 72 Topo + 0 0 1800 100 130
2 T1 7 24 Base + 100 0 300 2000 100
2 T1 7 24 Meio + 0 0 400 400 80
2 T1 7 24 Topo + 0 0 700 7000 80
2 T1 7 48 Base + 100 0 300 3000 120
2 T1 7 48 Meio + 100 0 1000 500 90
2 T1 7 48 Topo + 0 0 7900 7000 150
2 T1 7 72 Base + 100 0 3900 3700 180
2 T1 7 72 Meio + 100 0 4800 4000 180
2 T1 7 72 Topo + 0 0 13000 13000 230
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Repeticao Tratamento Temper. Tempo Segm. Salmonella Qual. Salmonella Quant. Pseudomonas Psicrotrofico Psicro proteoliticos BAL

2 T1 12 24 Base + 100 0 8000 8000 130
2 T1 12 24 Meio + 400 0 1000 1000 210
2 T1 12 24 Topo + 100 0 7000 7000 120
2 T1 12 48 Base + 2100 0 10100 10100 210
2 T1 12 48 Meio + 500 0 8500 8500 320
2 T1 12 48 Topo + 600 0 7800 7800 310
2 T1 12 72 Base + 2300 100 8900 8900 330
2 T1 12 72 Meio + 1400 100 11300 11300 410
2 T1 12 72 Topo + 1200 0 18000 18000 300
2 T2 2 24 Base + 300 100 0 0 70
2 T2 2 24 Meio + 0 0 0 0 20
2 T2 2 24 Topo + 0 0 200 120 0

2 T2 2 48 Base + 300 100 0 0 70
2 T2 2 48 Meio + 0 0 0 0 20
2 T2 2 48 Topo + 0 0 100 100 50
2 T2 2 72 Base + 1200 100 0 0 180
2 T2 2 72 Meio + 100 0 0 0 210
2 T2 2 72 Topo + 0 0 100 100 100
2 T2 7 24 Base + 1200 100 2400 2400 120
2 T2 7 24 Meio + 100 100 3100 3000 50
2 T2 7 24 Topo + 0 0 2100 2100 20
2 T2 7 48 Base + 1000 200 2400 1800 190
2 T2 7 48 Meio + 100 100 3000 3000 50
2 T2 7 48 Topo + 0 0 1800 10100 20
2 T2 7 72 Base + 1300 200 8500 7000 230
2 T2 7 72 Meio + 100 100 4200 2200 220
2 T2 7 72 Topo + 0 0 2500 8900 190
2 T2 12 24 Base + 200 100 2900 2900 210




Repeticao Tratamento Temper. Tempo Segm. Salmonella Qual. Salmonella Quant. Pseudomonas Psicrotrofico Psicro proteoliticos BAL

2 T2 12 24 Meio + 0 0 900 500 140
2 T2 12 24 Topo + 0 0 7900 7900 180
2 T2 12 48 Base + 560 700 16900 10000 310
2 T2 12 48 Meio + 600 200 10800 10800 220
2 T2 12 48 Topo + 1200 100 15000 15000 190
2 T2 12 72 Base + 1100 1200 10100 8000 330
2 T2 12 72 Meio + 1700 300 11900 11900 290
2 T2 12 72 Topo + 1300 100 20100 20100 300
2 C 2 24 Bloco 0 0 0 900 300 100
2 C 2 48 Bloco 0 0 0 1200 300 0

2 C 2 72 Bloco 0 0 0 1600 500 0

2 Cc 7 24 Bloco 0 0 0 1900 1000 1000
2 C 7 48 Bloco 0 0 0 1900 1400 1400
2 Cc 7 72 Bloco 0 0 0 2300 1400 100
2 C 12 24 Bloco 0 0 0 13000 3700 3700
2 C 12 48 Bloco 0 0 0 17000 5600 5600
2 C 12 72 Bloco 0 0 0 20000 8400 8400
3 T1 2 24 Base + 100 0 0 0 50

3 T1 2 24 Meio + 0 0 0 0 0

3 T1 2 24 Topo + 0 0 0 0 10

3 T1 2 48 Base + 100 0 0 0 80

3 T1 2 48 Meio + 0 0 0 0 100
3 T1 2 48 Topo + 0 0 0 0 50

3 T1 2 72 Base + 200 0 100 100 270
3 T1 2 72 Meio + 100 0 100 100 380
3 T1 2 72 Topo + 0 0 100 100 250
3 T1 7 24 Base + 100 0 0 0 100
3 T1 7 24 Meio + 0 0 100 100 20




Repeticao Tratamento Temper. Tempo Segm. Salmonella Qual. Salmonella Quant. Pseudomonas Psicrotrofico Psicro proteoliticos BAL

3 T1 7 24 Topo + 0 0 100 0 0
3 T1 7 48 Base + 200 0 0 0 190
3 T1 7 48 Meio + 100 0 500 300 210
3 T1 7 48 Topo + 0 0 100 0 100
3 T1 7 72 Base + 400 0 100 100 320
3 T1 7 72 Meio + 200 0 500 200 480
3 T1 7 72 Topo + 0 0 300 100 700
3 T1 12 24 Base + 500 0 300 300 50
3 T1 12 24 Meio + 0 0 300 200 10
3 T1 12 24 Topo + 0 0 0 0 80
3 T1 12 48 Base + 1500 0 1000 1000 250
3 T1 12 48 Meio + 100 0 1800 1800 390
3 T1 12 48 Topo + 100 0 3000 1600 410
3 T1 12 72 Base + 4200 0 3500 3500 1020
3 T1 12 72 Meio + 1800 0 4500 4500 700
3 T1 12 72 Topo + 200 0 3300 1800 830
3 T2 2 24 Base + 100 100 100 0 30
3 T2 2 24 Meio + 0 0 100 0 10
3 T2 2 24 Topo + 0 0 0 0 10
3 T2 2 48 Base + 300 100 200 100 120
3 T2 2 48 Meio + 0 0 100 0 80
3 T2 2 48 Topo + 0 0 0 0 50
3 T2 2 72 Base + 300 200 200 200 310
3 T2 2 72 Meio + 100 0 400 200 220
3 T2 2 72 Topo + 0 0 100 100 190
3 T2 7 24 Base + 700 100 200 100 150
3 T2 7 24 Meio + 0 0 300 300 100
3 T2 7 24 Topo + 0 0 100 0 20




Repeticao Tratamento Temper. Tempo Segm. Salmonella Qual. Salmonella Quant. Pseudomonas Psicrotrofico Psicro proteoliticos BAL

3 T2 7 48 Base + 800 200 500 0 270
3 T2 7 48 Meio + 0 100 300 300 130
3 T2 7 48 Topo + 0 0 300 0 140
3 T2 7 72 Base + 1000 1200 1200 1200 520
3 T2 7 72 Meio + 200 300 400 400 470
3 T2 7 72 Topo + 0 0 400 200 380
3 T2 12 24 Base + 1800 100 100 100 210
3 T2 12 24 Meio + 0 0 200 0 120
3 T2 12 24 Topo + 0 0 500 100 10

3 T2 12 48 Base + 1800 1800 800 200 380
3 T2 12 48 Meio + 100 200 1200 300 180
3 T2 12 48 Topo + 100 0 1100 400 120
3 T2 12 72 Base + 3300 2900 4200 2500 490
3 T2 12 72 Meio + 200 700 2400 2000 470
3 T2 12 72 Topo + 100 100 3900 1900 370
3 c 2 24 Bloco 0 0 0 400 300 100
3 Cc 2 48 Bloco 0 0 0 1400 500 100
3 c 2 72 Bloco 0 0 0 1400 900 0

3 Cc 7 24 Bloco 0 0 0 2400 900 300
3 c 7 48 Bloco 0 0 0 3900 1400 800
3 C 7 72 Bloco 0 0 0 12000 1900 200
3 c 12 24 Bloco 0 0 0 23000 2500 600
3 C 12 48 Bloco 0 0 0 23000 3800 3800
3 c 12 72 Bloco 0 0 0 41000 4500 100
4 T1 2 24 Base + 100 0 100 100 540
4 T1 2 24 Meio + 0 0 0 0 0

4 T1 2 24 Topo + 0 0 0 0 70

4 T1 2 48 Base + 100 0 200 0 500
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Repeticao Tratamento Temper. Tempo Segm. Salmonella Qual. Salmonella Quant. Pseudomonas Psicrotrofico Psicro proteoliticos BAL

4 T1 2 48 Meio + 0 0 0 0 30
4 T1 2 48 Topo + 0 0 0 0 70
4 T1 2 72 Base + 100 0 1200 800 500
4 T1 2 72 Meio + 0 0 100 100 210
4 T1 2 72 Topo + 0 0 100 100 190
4 T1 7 24 Base + 100 0 1800 100 500
4 T1 7 24 Meio + 0 0 300 1000 10
4 T1 7 24 Topo + 0 0 1700 300 40
4 T1 7 48 Base + 200 0 1800 1200 500
4 T1 7 48 Meio + 0 0 2700 1100 190
4 T1 7 48 Topo + 0 0 2300 2000 220
4 T1 7 72 Base + 300 0 3200 3200 610
4 T1 7 72 Meio + 0 0 2900 2100 500
4 T1 7 72 Topo + 0 0 2500 1200 380
4 T1 12 24 Base + 100 0 2800 2200 410
4 T1 12 24 Meio + 0 0 3500 0 120
4 T1 12 24 Topo + 0 0 1800 1300 0

4 T1 12 48 Base + 300 0 4100 4100 710
4 T1 12 48 Meio + 200 0 3200 2700 380
4 T1 12 48 Topo + 0 0 3800 2400 180
4 T1 12 72 Base + 1100 0 12100 15000 830
4 T1 12 72 Meio + 600 0 9900 9900 580
4 T1 12 72 Topo + 100 0 18700 15000 620
4 T2 2 24 Base + 0 200 300 200 90
4 T2 2 24 Meio + 0 0 500 500 110
4 T2 2 24 Topo + 0 0 800 0 0

4 T2 2 48 Base + 100 200 300 200 170
4 T2 2 48 Meio + 0 0 100 100 130




Repeticao Tratamento Temper. Tempo Segm. Salmonella Qual. Salmonella Quant. Pseudomonas Psicrotrofico Psicro proteoliticos BAL

4 T2 2 48 Topo + 0 0 900 100 20

4 T2 2 72 Base + 150 200 1800 1200 310
4 T2 2 72 Meio + 0 0 100 0 180
4 T2 2 72 Topo + 0 0 1000 200 210
4 T2 7 24 Base + 200 1000 2100 1800 510
4 T2 7 24 Meio + 0 0 1000 1000 10

4 T2 7 24 Topo + 0 0 700 500 110
4 T2 7 48 Base + 100 2300 2300 600 570
4 T2 7 48 Meio + 0 0 2100 900 190
4 T2 7 48 Topo + 0 0 1300 1200 180
4 T2 7 72 Base + 100 2300 2700 1500 800
4 T2 7 72 Meio + 100 100 3000 1800 380
4 T2 7 72 Topo + 0 0 3200 3200 410
4 T2 12 24 Base + 100 100 3800 3800 410
4 T2 12 24 Meio + 100 200 3200 3200 140
4 T2 12 24 Topo + 0 0 4800 3700 120
4 T2 12 48 Base + 1800 1300 5100 4800 690
4 T2 12 48 Meio + 400 700 4200 4000 180
4 T2 12 48 Topo + 100 0 5300 3000 120
4 T2 12 72 Base + 2500 2100 13200 13200 710
4 T2 12 72 Meio + 400 1500 7200 7200 380
4 T2 12 72 Topo + 200 500 11100 68000 450
4 C 2 24 Bloco 0 0 0 200 300 0

4 C 2 48 Bloco 0 0 0 900 400 200
4 C 2 72 Bloco 0 0 0 1700 1000 500
4 C 7 24 Bloco 0 0 0 1800 1300 1300
4 C 7 48 Bloco 0 0 0 3200 1800 1000
4 C 7 72 Bloco 0 0 0 4100 2400 2300
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Repeticao Tratamento Temper. Tempo Segm. Salmonella Qual. Salmonella Quant. Pseudomonas Psicrotrofico Psicro proteoliticos BAL
4 C 12 24 Bloco 0 0 0 13000 12000 12000
4 c 12 48 Bloco 0 0 0 14000 10000 10000
4 C 12 72 Bloco 0 0 0 28000 18000 12000
5 T1 2 24 Base + 100 0 100 100 10
5 T1 2 24 Meio + 0 0 100 100 10
5 T1 2 24 Topo + 0 0 0 0 10
5 T1 2 48 Base + 100 0 600 500 30
5 T1 2 48 Meio + 0 0 500 300 60
5 T1 2 48 Topo + 0 0 300 0 90
5 T1 2 72 Base + 100 0 1000 700 100
5 T1 2 72 Meio + 0 0 1000 1000 200
5 T1 2 72 Topo + 0 0 1500 1200 300
5 T1 7 24 Base + 300 0 300 300 100
5 T1 7 24 Meio + 100 0 300 100 20
5 T1 7 24 Topo + 0 0 600 400 40
5 T1 7 48 Base + 400 0 400 200 130
5 T1 7 48 Meio + 100 0 1000 1000 70
5 T1 7 48 Topo + 0 0 2000 2000 100
5 T1 7 72 Base + 400 100 2000 1700 190
5 T1 7 72 Meio + 100 0 3500 3200 150
5 T1 7 72 Topo + 0 0 3500 1800 200
5 T1 12 24 Base + 700 0 3400 300 200
5 T1 12 24 Meio + 0 0 2400 200 140
5 T1 12 24 Topo + 0 0 1700 1200 100
5 T1 12 48 Base + 1100 0 9000 7700 300
5 T1 12 48 Meio + 100 0 10000 800 180
5 T1 12 48 Topo + 0 0 8500 300 400
5 T1 12 72 Base + 1800 200 13400 11200 500
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Repeticao Tratamento Temper. Tempo Segm. Salmonella Qual. Salmonella Quant. Pseudomonas Psicrotrofico Psicro proteoliticos BAL

5 T1 12 72 Meio + 1800 100 15000 15000 400
5 T1 12 72 Topo + 200 0 14000 10000 600
5 T2 2 24 Base + 100 100 100 0 40
5 T2 2 24 Meio + 0 0 100 100 30
5 T2 2 24 Topo + 0 0 100 0 0

5 T2 2 48 Base + 100 100 500 300 50
5 T2 2 48 Meio + 0 0 800 800 30
5 T2 2 48 Topo + 0 0 100 100 0

5 T2 2 72 Base + 200 100 1300 300 90
5 T2 2 72 Meio + 0 0 800 500 60
5 T2 2 72 Topo + 0 0 100 100 60
5 T2 7 24 Base + 100 200 600 600 100
5 T2 7 24 Meio + 100 100 1000 500 10
5 T2 7 24 Topo + 0 0 700 700 20
5 T2 7 48 Base + 200 200 3500 3000 240
5 T2 7 48 Meio + 200 100 2800 2300 60
5 T2 7 48 Topo + 0 0 2400 2200 50
5 T2 7 72 Base + 300 300 6500 5700 320
5 T2 7 72 Meio + 200 100 5000 4200 200
5 T2 7 72 Topo + 0 0 3100 3000 110
5 T2 12 24 Base + 500 200 1200 1200 100
5 T2 12 24 Meio + 100 100 2000 1300 110
5 T2 12 24 Topo + 0 0 4200 4200 120
5 T2 12 48 Base + 1000 400 12000 8500 300
5 T2 12 48 Meio + 200 300 13000 13000 240
5 T2 12 48 Topo + 100 200 12300 12300 180
5 T2 12 72 Base + 2800 700 23500 20500 420
5 T2 12 72 Meio + 1000 300 31200 31200 310




Repeticao Tratamento Temper. Tempo Segm. Salmonella Qual. Salmonella Quant. Pseudomonas Psicrotrofico Psicro proteoliticos BAL

5 T2 12 72 Topo + 300 200 43000 43000 400
5 C 2 24 Bloco 0 0 0 1000 200 200
5 C 2 48 Bloco 0 0 0 1900 400 300
5 C 2 72 Bloco 0 0 0 2100 400 400
5 C 7 24 Bloco 0 0 0 3200 800 400
5 C 7 48 Bloco 0 0 0 3700 1200 800
5 C 7 72 Bloco 0 0 0 4100 1300 1300
5 C 12 24 Bloco 0 0 0 30000 13000 900
5 C 12 48 Bloco 0 0 0 33000 17000 210
5 C 12 72 Bloco 0 0 0 41000 23000 900
6 T1 2 24 Base + 100 0 100 100 20

6 T1 2 24 Meio + 0 0 100 100 50

6 T1 2 24 Topo + 0 0 0 0 80

6 T1 2 48 Base + 100 0 100 0 120
6 T1 2 48 Meio + 0 0 100 0 180
6 T1 2 48 Topo + 0 0 100 100 80

6 T1 2 72 Base + 100 0 200 0 290
6 T1 2 72 Meio + 0 0 100 0 310
6 T1 2 72 Topo + 0 0 100 0 200
6 T1 7 24 Base + 300 0 1300 1000 120
6 T1 7 24 Meio + 100 0 1500 800 100
6 T1 7 24 Topo + 0 0 800 100 80

6 T1 7 48 Base + 100 0 1900 1700 210
6 T1 7 48 Meio + 100 0 2500 200 120
6 T1 7 48 Topo + 0 0 1100 1000 110
6 T1 7 72 Base + 100 0 1900 1000 400
6 T1 7 72 Meio + 100 0 2700 2200 410
6 T1 7 72 Topo + 0 0 2700 2000 370
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Repeticao Tratamento Temper. Tempo Segm. Salmonella Qual. Salmonella Quant. Pseudomonas Psicrotrofico Psicro proteoliticos BAL
6 T1 12 24 Base + 400 0 1800 1200 210
6 T1 12 24 Meio + 0 0 3200 2500 180
6 T1 12 24 Topo + 0 0 2100 2100 100
6 T1 12 48 Base + 1000 0 3800 3800 410
6 T1 12 48 Meio + 200 0 7200 6700 450
6 T1 12 48 Topo + 0 0 9500 9000 380
6 T1 12 72 Base + 1400 0 8700 8700 710
6 T1 12 72 Meio + 800 0 10300 10300 610
6 T1 12 72 Topo + 300 0 17700 5000 500
6 T2 2 24 Base + 100 0 100 0 10
6 T2 2 24 Meio + 100 0 0 0 10
6 T2 2 24 Topo + 0 0 0 0 20
6 T2 2 48 Base + 100 100 100 100 100
6 T2 2 48 Meio + 100 0 100 0 80
6 T2 2 48 Topo + 0 0 100 100 70
6 T2 2 72 Base + 100 200 200 0 210
6 T2 2 72 Meio + 100 0 100 0 190
6 T2 2 72 Topo + 0 0 300 0 200
6 T2 7 24 Base + 100 100 1000 1000 100
6 T2 7 24 Meio + 100 0 700 700 70
6 T2 7 24 Topo + 0 0 100 0 50
6 T2 7 48 Base + 200 300 1200 1000 180
6 T2 7 48 Meio + 100 0 1800 1200 120
6 T2 7 48 Topo + 0 0 1900 200 120
6 T2 7 72 Base + 300 800 1800 0 370
6 T2 7 72 Meio + 200 100 1900 1700 350
6 T2 7 72 Topo + 0 0 2200 1100 300
6 T2 12 24 Base + 600 100 1000 1000 280
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Repeticao Tratamento Temper. Tempo Segm. Salmonella Qual. Salmonella Quant. Pseudomonas Psicrotrofico Psicro proteoliticos BAL

6 T2 12 24 Meio + 100 100 800 700 100
6 T2 12 24 Topo + 0 0 500 300 70
6 T2 12 48 Base + 900 1200 4500 4500 510
6 T2 12 48 Meio + 200 100 7500 7500 120
6 T2 12 48 Topo + 100 0 2900 1400 120
6 T2 12 72 Base + 2900 2100 21200 7000 680
6 T2 12 72 Meio + 1000 300 20100 20100 600
6 T2 12 72 Topo + 400 100 18900 18900 450
6 C 2 24 Bloco 0 0 0 600 100 100
6 C 2 48 Bloco 0 0 0 1600 100 0

6 C 2 72 Bloco 0 0 0 2100 200 0

6 C 7 24 Bloco 0 0 0 3100 200 200
6 C 7 48 Bloco 0 0 0 12000 800 500
6 C 7 72 Bloco 0 0 0 18000 1000 300
6 C 12 24 Bloco 0 0 0 23000 12000 400
6 C 12 48 Bloco 0 0 0 38000 21000 1200
6 Cc 12 72 Bloco 0 0 0 51000 23000 20000
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Apéndice B. Médias das contagens de Bactérias laticas em Log/UFC por
temperatura (2, 7 e 12°C), tempo de estocagem (24, 48 e 72h) e
segmento (base, meio e topo) nos tratamentos | e Il.

Segmento da sub-amostra
Temp. Estoc. Trat.

Base Meio Topo
24 I 2,30 1,00 1,00
Il 2,72 1,00 1,00
I 2,25 2,90 2,60

[0} ’ ’ y
2°C 4y 2,04 1,90 1,60
72 I 2,90 1,00 2,20
[l 2,40 2,10 1,70
24 I 2,20 1,80 1,80
I 2.25 2,69 1,30
I 2,34 2,17 2,11

[0} 1 H H
e 48 I 2,38 2,38 2,17
72 I 2,23 2,59 2,50
Il 2,69 2,59 2,56
24 I 2,27 2,11 1,88
I 2,36 2,25 1,91
I 2,56 2,54 2,46

[0} 1 1 H
12°C 48 I 2,61 2,25 2,14
72 I 2,86 2,79 2,74
Il 2,64 2,63 2,60

Apéndice C. Médias das contagens de Psicrotréficos em log/UFC por
temperatura (2, 7 e 12°C), tempo de estocagem (24, 48 e 72h)
e segmento (base, meio e topo) nos tratamentos | e Il.

Segmento da sub-amostra

Temp. Estoc. Trat.

Base Meio Topo
24 I 2,00 1,00 1,00
Il 1,40 2,60 1,47
I 2,85 1,84 2,00

0 ’ ’ ’
2°Cc 48 I 228 3.84 1.60
72 I 3,85 3,14 2,27
1 3,60 2,77 2,82
24 I 2,90 3,00 3,84
I 3,00 3,95 3,84
I 3,00 3,60 1,87

(o] 1 ’ y
(AT I 330 351 4.29
72 I 3,40 4.84 4.56
1 3,86 3,34 4.60
24 I 3,53 3,47 4,59
1 3,56 3,25 3,36
I 3,45 4,04 3,52

O 1 1 1
12°C 48 1 3,08 3,57 4,00
72 | 3,49 5,43 414

Il 4,34 2,70 4,39
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Apéndice D. Médias das contagens de Psicrotréficos proteoliticos em log/UFC
por temperatura (2, 7 e 12°C) tempo de estocagem (24, 48 e 72h)

e segmento (base, meio e topo) nos tratamentos | e Il.

Segmento da sub -amostra

Temp. Estoc. Trat. Base Meio Topo
24h ,', 1188 %:88 1188

20C 48h y %:88 §188 1188
72h y 500 5100 400

24h ,', i:gg i:gg 2188

70C 48h y 1:88 g:gg i:;g
72h y e 410 270

24h ,', i:ég ijég 1188

12°C 48h y 1;38 %:28 g:gg
72h y o 200 180




