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RESUMO

Salmonella sp. € capaz de migrar para o interior da carne, sendo que as condi¢Bes de
estocagem e a presenca de microbiota proteolitica podem influenciar nessa migragéo. No capitulo 1,
realizou-se a pesquisa de Salmonella sp. em 21 peitos de frango, os quais foram segmentados em quatro
partes, sendo elas pele, superficie, meio e interior. Subentendendo-se que a contaminagdo do frango
ocorre na superficie, o estudo objetivou verificar a ocorréncia de Salmonella sp. nos segmentos mais
interiores do peito de frango e a possivel influéncia de bactérias deterioradoras na presenca de
Salmonella sp. nesses segmentos. Como esperado, a por¢do com maior presenca do patégeno foi a
pele, seguida da superficie; os segmentos mais internos apresentaram uma porcentagem menor, porém
foi detectada a bactéria. N&o foi possivel correlacionar a presenca de bactérias deterioradoras com o
aumento da prevaléncia de Salmonella sp. no interior da carne. No capitulo 2 objetivou-se avaliar a
migragdo de Salmonella Enteritidis (SE) e Salmonella Heidelberg (SH) isoladas e adicionadas de
psicrotréficos proteoliticos (SEP e SHP) para o interior de blocos de carne de frango submetidos a
diferentes condigBes de estocagem: pelos tempos 6, 12, 24, 48 e 168 horas e nas temperaturas 2, 7 e -
30°C. Para quantificagdo bacteriana, as amostras foram divididas segmentos iguais, sendo o segmento A
o mais superficial, B o intermediario e C o mais interno deles. Os resultados foram expressos em
LogUFC/g e submetidos a analise de variancia (ANOVA) e comparacdo de médias pelo teste de SNK.
Salmonella sp teve éxito na migracdo pela carne frango em todas variagcbes de tempo-temperatura e
tratamentos, além disso, os dados sugerem que a migracao foi progressiva até o tempo de 24h, porém
decaiu com 48h. Em relacdo aos tratamentos, SEP teve contagens menores que 0S outros trés
tratamentos, os quais foram iguais entre si. Conclui-se que Salmonella sp. € capaz de migrar para o
interior da carne em um curto periodo de tempo, mesmo em temperaturas de refrigeracdo, e que a
presenca de psicrotréficos proteoliticos teve efeito inibitdrio na migracéo do sorovar S. Enteritidis.

Palavras-chave : Carne de frango, deteriorantes, penetracao bacteriana, salmonelose



ABSTRACT

Salmonella sp. is able to migrate into the meat, and the storage conditions as well the presence
of proteolytic microflora may influence this migration. In Chapter 1, has been realized the research with
Salmonella sp. using 21 chicken breasts, which were segmented into four pieces, which were: skin,
surface, middle and interior. On supposing that the chicken’s contamination occurs on the surface, the
study aimed to verify the occurrence of Salmonella sp.in the innermost segments of the chicken breast
and the possible influence of bacterial spoilage with the presence of Salmonella sp. in these segments. As
expected, the portion with increased pathogen was skin, then the surface; the innermost segments
showed a smaller percentage, but the bacterium was detected. It was not possible to correlate the
presence of spoilage bacteria with increased prevalence of Salmonella sp. inside the meat. In chapter 2,
one aimed to evaluate the migration of Salmonella Enteritidis (SE) and Salmonella Heidelberg (SH)
isolated and added of proteolytic psychrotrophic (SEP and SHP) to the inside of chicken meat blocks
under different storage conditions: to five periods of storage: 6, 12, 24, 48 and 168 hours and under
temperatures of 2°, 7° and -30° C. For a bacterial quantitation, the samples were divided into equal
segments, the segment A is the most superficial, segment B the intermediate and C the innermost of
them. The results were expressed as logUFC/g and subjected to analysis of variance (ANOVA) and
means were compared by SNK test. Salmonellasp succeeded by migration inside of chicken’ meat in all
variations of time-temperature and treatments and, in addition, the data suggest that the migration was
growing gradually until 24 hours, but declined after 48 hours. In relation to treatments SEP had lower
scores than the other three treatments which were equal among them. One may conclude that Salmonella
sp. is able to migrate into the meat in a short period of time, even under refrigerated temperatures, and
the presence of proteolytic psychrotrophic had inhibitory effect on the migration of serotype S. Enteritidis.

Keywords : chicken meat, spoilage, bacterial penetration, salmonellosis
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1. INTRODUCAO GERAL

Alimentos produzidos, armazenados ou manipulados de forma inadequada,
principalmente os que contém maior teor de umidade, como ovos, carnes, leite e
derivados, podem veicular bactérias patogénicas para os seres humanos, as quais sao
tradicionalmente conhecidas como doencas transmitidas por alimentos (DTA). No
entanto, esta terminologia precisa sofrer uma atualizacdo ja que o alimento néo
transmite doenca, servindo somente de um veiculo para os patégenos. As bactérias do
género Salmonella sdo conhecidas por causarem problemas entéricos apds 0 consumo
de alimentos contaminados, principalmente ovos ou produtos a base de ovos e carne
de frango (EFSA e ECDC, 2014; FINSTAD et al, 2012; CDC, 2013). As aves sao
hospedeiros naturais de Salmonella spp., ho entanto, 0 aumento da demanda mundial
de alimentos, a modernizacdo da criacdo de avicola e industrializacdo de produtos a
base de carne de frango favoreceram a disseminacdo desse patdégeno na cadeia
produtiva de aves comerciais. Atualmente, sdo conhecidos mais de 2.600 sorovares de
Salmonella, porém nem todos sdo patogénicos para humanos, como S. Gallinarum e S.
Pullorum, por exemplo. Dentre os sorovares patogénicos néo-tifoidais, os de maior
relevancia sdo S. Enteritidis, S. Typhimurium e também S. Heidelberg, devido ao
aumento de surtos relacionados a esse sorovar na Ameérica do Norte nos ultimos anos
(GUIBOURDENCHE et al, 2010; EFSA e ECDC, 2014).

A carne de frango é frequentemente contaminada por Salmonella oriunda do
trato gastrointestinal das aves, sendo que o0s principais pontos de contaminacdo na
linha de abate sdo a evisceracdo, a escaldagem e o pré-resfriamento em chiller. E
importante que o manipulador de alimentos tenha conhecimento da existéncia de
bactérias na carne de frango, para que evite a contaminacdo cruzada de alimentos
crus, utensilios de cozinha e das préprias maos. Além disso, é importante atentar-se as
informacdes da embalagem de produtos a base de frango, que trazem orientagfes a
respeito do tempo, temperatura e modo de preparo adequado, com o intuito de garantir
gue ceélulas bacterianas abrigadas na superficie ou no interior da carne sejam

eliminadas pelo processamento térmico (SCOTT et al, 2012).
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Algumas bactérias sdo capazes de migrar para o interior da carne, sendo que
alguns fatores extrinsecos como motilidade bacteriana, producdo de enzimas
proteoliticas, condicbes de estocagem, atmosfera da embalagem, e alguns fatores
intrinsecos da carne, como integridade das fibras, pré ou pos-rigor interferem no grau e
velocidade de migragéo bacteriana (WARSON et al, 2008).

Diante disso, o capitulo | objetivou avaliar a prevaléncia externa e interna de
Samonella sp. em amostras de peitos de frango do comércio varejista e a sua
correlacdo com a contagem de psicrotréficos proteoliticos e Pseudomonas spp.
presentes nessas amostras. JA no capitulo Il, objetivou-se avaliar a migracao de
Salmonella Enteritidis e Salmonella Heidelberg isoladas e adicionadas de psicrotréficos
proteoliticos para o interior de amostras de carne de frango submetidas a diferentes

condicdes de estocagem.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 SALMONELLA spp.: CARACTERISTICAS GERAIS

O nome Salmonella €& resultado de uma homenagem ao veterinario
bacteriologista Dr. Daniel Salmon, que em 1885 isolou a bactéria de intestino de suinos,
na época designada como Bacillus choleraesuis, sendo que em 1900 o pesquisador
Lignieeres sugeriu o0 nome Salmonella, em homenagem ao Dr. Salmon e, desde entéo,
a nomenclatura sofreu diversas alteracoes.

Em 1932, devido ao avanc¢o das provas soroldgicas, reconheceu-se o esquema
Kauffman-White, sendo que em 1987 os pesquisadores Le Minor e Popoff do Instituto
Pasteur, fizeram a Comissdo Judicial do Comité Internacional de Sistematica de
Bactérias uma proposta de alteracdo taxondmica. Primeiramente a proposta foi
recusada pela Comissédo Judicial, sendo aceita recentemente, em 2005. A partir de

2007 o “esquema Kauffman-White” passou a ser denominado esquema Kauffman-
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White-Le Minor, devido a grande contribuicdo do pesquisador Le Minor na descoberta
de novos sorovares (GARRITY et al, 2004; TINDAL et al, 2005).

A nomenclatura oficial para o género Salmonella, segundo o esquema Kauffman
-White-Le Minor, admite duas espécies: Salmonella enterica e Salmonella bongori (V). A
espécie Salmonella enterica é dividida em 6 subespécies: S. enterica subsp. enterica
(; S. enterica subsp. salamae (ll); S. enterica subsp. arizonae (llla); S. enterica subsp.
diarizonae (lllb); S. enterica subsp. houtenae (IV); S. enterica subsp. indica (VI)
(GARRITY et al, 2004; CDC, 2011). Em 2010 foram catalogados 2.610 sorovares de
Salmonella, nimero atualizado em 2014 (quadro 1) pelo Instituto Pasteur para 2.659
(Guibourdenche et al, 2010; Issenhuth-Jeanjean et al, 2014). Convencionou-se que
para facilitar a nomenclatura dos sorovares, pode-se ocultar a subespécie, escrevendo-
se apenas 0 género e o sorovar; dessa forma, Salmonella enterica subsp. enterica
sorovar Enteritidis, pode ser escrita na forma contraida Salmonella Enteritidis, sendo
gue apenas 0 género deve estar em italico e o sorovar deve iniciar com letra mailscula
(POPOFF et al, 2003, 2004; GUIBOURDENCHE et al, 2010).

Quadro 1. Numero de sorovares catalogados para cada espécie e subespécie de
Salmonella em 2010 e 2014

Espécie/Subspécie N° de sorovares (2010) N° de sorovares (2014)

S. entérica
subsp. enterica 1.547 1.586
subsp. salamae 513 522
subsp. arizonae 100 102
subsp. diarizonae 341 338
subsp. houtenae 73 76
subsp. indica 13 13

S. bongori 23 22

Total 2.610 2.659

Fonte: Adaptado de Guibourdenche et al (2010) e Issenhuth-Jeanjean et al (2014).



13

A classificacdo dos sorovares baseia-se na associagdo de antigenos somaticos
(O) e flagelares (H), identificados através de reacdo antigeno-anticorpo. Os antigenos
somaticos sdo compostos por fosfolipideos e polissacarideos, conferindo-lhes
resisténcia a &cido, alcool e temperaturas altas; sdo essenciais para viruléncia
bacteriana. Os antigenos de constituicdo flagelar sédo termolabeis, devido a sua
constituicdo proteica. A estrutura completa é formada por corpo basal, segmento de
unido e filamento; apenas o filamento, constituido de flagelina, é utilizado na
sorotipificacdo (DOYLE et al, 1997). Na maioria dos sorovares os antigenos flagelares
ocorrem em duas fases, porém alguns sdo monofasicos, como S. Enteritidis e S. Typhi.
Alguns sorovares ainda possuem antigenos capsulares, sendo o antigeno Vi o mais
importante deles, presente em S. Typhi, S. Paratyphi C, algumas cepas de S. Dublin, S.
Heidelberg, dentre outros (CAFFER e TERRAGNO, 2001).

Os sorovares podem ser divididos em grupos identificados por letras, de acordo
com a presencga dos antigenos somaéticos “O”. O grupo A, por exemplo, € formado por
sorovares que possuem o antigeno O2, j4 o grupo B por sorovares com O4, e assim por
diante. No entanto, com a crescente diversidade de sorovares a separacdo por letras
tornou-se inviavel, preferindo-se adotar apenas o numero do antigeno. Portanto, o que
antes era denominado de A, por conter O2, agora se denomina apenas 2, ja referindo-
se a presenca do antigeno O2.

Além disso, os antigenos flagelares de primeira fase sdo representados por
letras minUsculas e os de segunda fase por nimeros, separados por “dois pontos” com
algumas excecdes. Quando houver o antigeno Vi, este deve ser representado por
nameros entre colchetes. Dessa forma, a formula antigénica, utilizando-se Salmonella
Enteritidis como exemplo, apresenta-se da seguinte forma: 1,9,12: g,m: - (auséncia de
antigeno flagelar de segunda fase). Como segundo exemplo, demonstra-se a formula
antigénica de Salmonella Heidelberg: 1,4,[5],12: r: 1,2. O nimero “5” entre colchetes
representa a presenca do antigeno capsular Vi, além disso, diferentemente da férmula
anterior, essa contém antigenos flagelares de segunda fase, representados pelos
nameros “1” e “2” apos a letra “r" (GRIMONT e WEILL, 2007).

Salmonella esta amplamente distribuida na natureza, sendo o trato

gastrointestinal de humanos e animais 0s seus reservatorios primarios. Pertencem a
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Familia Enterobacteriaceae, sdo da ordem Enterobacteriales, da classe
Gamaproteobacteria e do filo Proteobacteria (BMSAB). Sdo bacilos pequenos, com
cerca de 2 um de comprimento e 0,5 pum de didametro, Gram-negativos e nao
formadores de esporos. Sdo mesdfilas com temperatura 6tima de crescimento de 37°C,
e o0 pH ideal proximo da neutralidade, variando entre 4 e 9. Sdo anaerdébias facultativas,
nao fermentadoras de sacarose e, em sua maioria, hao fermentadoras de lactose (JAY,
2000). A infeccdo ocorre através da ingestdo de agua ou alimentos contaminados com
uma quantidade significante de bactérias, sendo que o limitrofe para infeccéo
dependerd da susceptibilidade do hospedeiro. Salmonella é classificada como
enterobactéria, por provocar sintomatologia entérica nos hospedeiros infectados.

Salmonella pode causar trés formas de enfermidades em humanos, a doenca
gastrointestinal, causada por bactérias ndo tifoidais como S. Enteritidis e S.
Typhimurium, a febre entérica, provocada por Salmonella Paratyphi A, B e C e a febre
tiféide, provocada por Salmonella Typhi. A forma gastrointestinal caracteriza-se pelo
consumo de alimentos ou &gua contaminados, 0s quais veiculam o patégeno oriundo
do trato intestinal dos animais, presente no alimento devido alguma falha na cadeia
produtiva ou no processamento do mesmo. A sintomatologia é branda em pessoas
saudaveis, provocando nauseas, diarreia, dor abdominal, vomito, febre e cefaleia. Os
sintomas iniciam dentre 12h e 72h ap0s a exposi¢do e pode durar até cinco dias. A
mortalidade € considerada baixa, no entanto pessoas com imunidade comprometida,
como idosos, criancas e enfermos, podem ter agravamento dos sintomas como
desidratacao, artrite, septicemia e morte (DOYLE et al., 1997; FDA, 2012; SHINOHARA,
2008).

A febre tifoide apresenta sintomatologia grave, com mortalidade aproximada de
10% em pessoas nao tratadas. A principal diferenca dessa doenca para a febre entérica
e para as gastroenterites comuns € a existéncia do agente etiologico apenas em
humanos, dessa forma, para infectar-se com as salmonelas tifoidais € necesséario ingerir
agua ou alimento contaminado com dejetos humanos, como vegetais irrigados com
agua contaminada ou alimentos manipulados por portadores da bactéria. O periodo de
incubacdo é longo, podendo variar de uma semana até dois meses, além disso,

algumas pessoas tornam-se portadoras e, consequentemente, disseminadoras do
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patogeno. Os sintomas séo febre alta, letargia, dor de cabeca, diarreia ou constipagao,
perda de apetite e, em alguns casos, aparecimento de erupcdes e manchas vermelhas
na pele. As complicacdes sdo semelhantes as que ocorrem nas gastroenterites, porém
sdo mais frequentes (BRASIL, 2008; FDA, 2012). A febre entérica tem periodo de
incubacdo de 6h as 48h e ocorre devido ao consumo agua e alimentos contaminados.
Possui sintomatologia semelhante a febre tifoide, porém mais branda, com duracao
meédia de trés semanas (DOYLE et al., 1997; SHINOHARA, 2008).

O grupo S. enterica subsp. enterica € 0 de maior importancia em alimentos,
tendo o sorovar S. Enteritidis como o principal causador de DTA em humanos a partir
da ingestéo, principalmente, de carne e ovos contaminados. A maioria € mével, devido
a presenca de flagelos peritriquios, com exce¢do dos sorovares S. Gallinarum e S.
Pullorum. Esses sorovares imoOveis sdo de pouca importancia para saude publica,
porém apresentam patogenicidade para aves, tendo grande importancia econémica e
sanitéria na criacdo de aves comerciais (BACK, 2010). Em contrapartida, Salmonella
Enteritidis tem pouco impacto para produtividade das granjas, porém apresenta-se
como o principal sorovar causador de surtos alimentares a partir da década de 90, no
Brasil (SILVA e DUARTE, 2002). S. Kentucky e S. Heidelberg tém sido os principais
sorovares isolados a partir de aves e seus subprodutos nos Estados Unidos e no
Canada entre os anos 2000 e 2012 (FOLEY, 2011; PHAC, 2014). Em humanos, 0s
principais sorovares isolados na ultima década foram: S. Enteritidis, S. Typhimurium, S.
Heidelberg, S. Infantis, S. Newport e S. Javiana (ANVISA, 2012; EFSA e ECDC, 2014;
PHAC, 2014; CDC, 2015).

2.2 HISTORICO DO APARECIMENTO DE SALMONELLA ENTERITIDIS E
PREVALENCIA DOS SOROVARES DE SALMONELLA EM AVES, ALIMENTOS E
HUMANQOS

A partir de 1980 S. Enteritidis provocou diversos surtos humanos em paises da

Europa e, principalmente, nos Estados Unidos, tendo ovos ou produtos a base de ovos
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como fonte comum dos surtos. Os paises com avicultura desenvolvida enfrentavam um
grave problema de saude publica, o qual ndo demorou a afetar o Brasil, que importava
material genético desses paises (CDC, 1990; SILVA e DUARTE, 2002). Segundo
Taunay et al (1996), entre 1950 e 1990 S. Enteritidis tinha pouquissima importancia
para saude publica, o sorovar de maior prevaléncia era S. Typhimurium. Na década de
90, a prevaléncia de S. Enteritidis subiu de 1,2 para 64,9% em amostras humanas.

Na época, algumas hipoteses foram tracadas na tentativa de explicar o aumento
repentino da prevaléncia do sorovar Enteritidis, dentre elas as préaticas modernas de
criacdo de aves, como alta densidade animal, melhoramento genético e nutricdo
padronizada, no entanto essa hipotese foi derrubada pelo fato de que a prevaléncia de
outros sorovares, como S. Typhimurium, permanecia constante nos Estados Unidos e
na Europa. Outra hipdtese referiu-se a expansdo de uma Unica cepa virulenta de S.
Enteritidis, porém os surtos foram associados a diferentes cepas ja existentes. Diante
disso, a hipétese melhor aceita foi que os programas de controle para reducao de S.
Pullorum e S. Gallinarum adotados a partir da década de 30, com erradicacdo desses
sorovares em granjas comercias dos Estados Unidos e Gra-Betanha em 1970,
liberaram um nicho ecoldgico na criacdo de aves, que passou a ser ocupado por S.
Enteritidis (BAUMLER et al, 2000).

Esse fato pode ser explicado pela existéncia de imunidade cruzada entre os
sorovares em questdo. S. Enteritidis, S. Gallinarum e S. Pullorum possuem 0s mesmos
antigenos de superficie, O9 e O12. A circulacdo de S. Gallinarum e S. Pullorum nos
plantéis avicolas conferia imunidade as aves, através da producdo de anticorpos contra
os antigenos 09 e 012. Uma vez extintos os sorovares Gallinarum e Pullorum, as aves
perderam os anticorpos reativos a O9 e 012, momento no qual o sorovar Enteritidis
estabeleceu-se na criacdo de aves comercias. Além disso, a constancia da prevaléncia
de S. Typhimurium pode ser explicada por possuir formula antigénica diferente dos
demais, formada pelos antigenos O4, O5 e 012 (BAUMLER et al, 2000).

Em 1994 Salmonella Enteritidis tornou-se o0 sorovar mais prevalente isolado de
fontes humanas nos Estados Unidos. Em 2006 foi considerada a segunda causa mais
comum de infecgbes, sendo responsavel por 16,6% dos casos. Da mesma forma que,

possivelmente, S. Enteritidis ocupou o nicho ecoldgico de S. Gallinarum e S. Pullorum
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existe a preocupacdo frequente a respeito de qual sorovar pode ocupar o nicho
ecologico de S. Enteritidis, o qual tem reduzido sua prevaléncia ano a ano devido a
programas de controle e vacinagdo de matrizes em varios paises. S. Kentucky e S.
Heidelberg tém sido os principais sorovares isolados a partir de aves e seus
subprodutos nos Estados Unidos na ultima década. S. Kentucky, diferentemente de S.
Heidelberg, ndo é patogénico para humanos. S. Heidelberg € um sorovar com bastante
representatividade em isolados de humanos, com capacidade de provocar doenca mais
invasiva quando comparado a S. Enteritidis (FOLEY, 2011). O “Canadian Integrated
Program for Antimicrobial Resistance Surveillance” demonstrou que o0s principais
sorovares de Salmonella isolados de carne de frango entre 2003 e 2012 no Canada
foram S. Heidelberg, S. Kentucky e S. Enteritidis. Existe a crescente preocupa¢do no
gue se refere a resisténcia de S. Heidelberg ao ceftiofur, isso se deve ao fato de que
bactérias resistentes ao ceftiofur sdo frequentemente resistentes a ceftriaxona, droga
de escolha para o tratamento de salmoneloses graves e outras infec¢gbes bacterianas
de origem alimentar em mulheres gravidas e criancas. Em 2012, em todo o Canada,
27% dos isolados humanos de S. Heidelberg apresentaram resisténcia ao ceftiofur e a
ceftriaxona, sendo que no oeste do pais a porcentagem de cepas resistentes chegou a
51% (PHAC, 2014).

O sorovar Enteritidis foi 0 mais prevalente nos Estados Unidos em humanos no
ano de 2013, com 1.285 isolados (19%). Em segundo lugar ficou S. Typhimurium, com
938 isolados (14%), seguida de S. Newport (11%) e S. Javiana (10%); Salmonella
Heidelberg ficou em sexto lugar, com prevaléncia de 6%. Além disso, 634 pessoas
adoeceram ao consumir carne de frango contaminada com S. Heidelberg, 38% dos
doentes precisaram ser hospitalizados (CDC, 2014). Em 2014 os sorovares de maior
prevaléncia em humanos também foram S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Newport, e S.
Javiana, respectivamente, sendo que 15,45% das doencas veiculadas por alimentos
foram provocadas por Salmonella spp. Além disso, esse patdégeno foi responsavel por
29% das hospitalizagbes e 0,4% das causas de morte em 2014 (CDC, 2015).

Segundo a European Food Safety Authority, 0 nUmero de casos de salmonelose
tem diminuido significativamente na Europa, devido a programas de controle adotados,

porém em 2011 as bactérias do género Salmonella ainda eram a causa mais prevalente
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de surtos, sendo responsaveis por 26,6% do total de surtos alimentares. O nimero de
casos confirmados em 2012 foi 91.034, 4,7% menos casos que em 2011. Os sorovares
mais frequentemente isolados de humanos foram S. Enteritidis, S. Typhimurium e S.
Infantis, respectivamente. Os produtos mais frequentemente contaminados por
Salmonella foram carne de frango, carne de peru, carne suina e carne bovina,
respectivamente; ovos, frutas e vegetais tiveram baixa propor¢do de contaminagéo
(EFSA e ECDC, 2014).

No Brasil, entre os anos de 2004 e 2006 foram isoladas 250 cepas de Salmonella
oriundas de carne de frango, o sorovar com maior prevaléncia foi Salmonella Enteritidis
com 48,8% do total de isolados, seguido de Salmonella Infantis, com 7,6%, Salmonella
Typhimuirum com 7,2% e Salmonella Heidelberg com 6,4% (ANVISA, 2012). Além
disso, a Vigilancia Epidemiolégica das Doencas Transmitidas por Alimentos (VET-DTA)
afirma que Salmonella spp. foi responsavel por aproximadamente 38% dos surtos
alimentares ocorridos no pais no periodo de 2000 a 2014, tendo sido o principal
patdgeno causador de DTA.

No estado do Parand, entre 1999 e 2008 foi realizada a observacédo de surtos de
Salmonella sp. Dos 286 surtos, 254 foram encaminhados para diagnostico laboratorial
no LACEN (Laboratério Central do Estado) e desses, 37 foram confirmados para
Salmonella spp. Dos 399 municipios do Parana, 52 notificaram surtos, sendo que 0s
municipios com maior ocorréncia foram Curitiba (31,5%), Francisco Beltrao (6%),
Cascavel (5,2%) e Toledo (3,8%). Quanto aos alimentos associados, 45% dos surtos
foram causados por alimentos a base de ovos, 34,8% por carne e derivados e 20,2%
por alimentos variados (queijos, saladas, sorvetes e outros). Quanto ao local dos surtos,
foi encontrado 0 mesmo resultado descrito no trabalho realizado em Santa Catarina por
LUCA e KOERICH (2009), a maioria dos surtos ocorreu em domicilios. O sorovar mais
prevalente foi S. Enteritidis, que apareceu em mais de 80% das amostras (KOTTWITZ
et al, 2010).

No estado de S&o Paulo, entre 2005 e 2007 foram analisados 806 suabes de
arrasto de granjas avicolas, 22 amostras foram confirmadas para Salmonella spp.,
sendo S. Give estava presente 50% das amostras, seguida de S. enterica subsp.

enterica — cepa rugosa, com 18,2%, Salmonella Enteritidis e Salmonella Infantis com
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9,1% e S. Rissen e S. Senftenberg com 4,5% (FILHO, 2009). Na prevaléncia de
carcacas de frango resfriados do estado de S&o Paulo entre 2000 e 2010, S. Enteritidis
ocupa o primeiro lugar, com 49,4%, seguida de S. Albany (15,7%) e S. Infantis (11,2%).
S. Heidelberg aparece em 6° lugar, com prevaléncia de 3,4% (CARDOSO, 2015).

JA no oeste do Paranda em 2014, um estudo descreveu a prevaléncia de
sorovares de Salmonella sp. em 342 suabes de arrasto provenientes de granjas de
corte, dentro os quais 11,4% foram positivos para Salmonella spp. O sorovar S.
Heidelberg teve maior prevaléncia, com 12,82%, seguida de S. Mbandaka e S.
Newport, ambas com porcentagem de 10,25%. S. Enteritidis, juntamente com outros
trés sorovares, apresentou prevaléncia de 7,7% (PANDINI et al, 2014).

A alternancia de sorovares ao longo das décadas € um assunto bastante
delicado, logo existem diversas teorias a respeito dos motivos da mudanca de
prevaléncia de sorovares em isolados animais e humanos. Nao existe um consenso a
respeito desse tema, apenas algumas hipéteses, como a da imunidade cruzada, citada

anteriormente no presente trabalho.

2.3 MICROBIOTA DA CARNE DE FRANGO E A IMPORTANCIA DE
SALMONELLA spp. NA CADEIA PRODUTIVA DE AVES E PARA OCORRENCIA DE
DOENCA EM HUMANOS

A producdo mundial de carne de frango, em 2014, foi de 86.077 milhdes
toneladas, sendo que o Brasil foi responsavel por 12.691 milhdes de toneladas,
ocupando o terceiro lugar de maior produtor mundial. Além disso, do volume total de
frangos produzido pelo pais, 67,7% foi destinado ao consumo interno, e 32,3% para
exportagbes. Com isto, 0 consumo per capita de carne de frango atingiu 42,78 quilos
por pessoa (ABPA, 2015). Diante desse cenario de ampla producdo e consumo de
carne frango e ocorréncia de DTA, a biosseguridade na criacdo de aves comerciais
juntamente com a qualidade higiénico-sanitaria da carne de frango e suas

consequéncias para saude publica devem ser alvos de discusséo.
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Segundo Jay (2000), a microbiota da carne de frango, formada principalmente
por bactérias Gram-negativas, reflete o ambiente de abate e as condicbes de
processamento, além da pressdo de infeccdo nas etapas anteriores da cadeia
produtiva. As bactérias deterioradoras Gram-positivas mais frequentes na carne de
frango pertencem aos géneros Enterococcus e Lactobacillus, enquanto que os
deterioradores Gram-negativos mais frequentes sdo dos géneros Acinetobacter,
Aeromonas, Moraxella, Pseudomonas e Psychrobacter.

Algumas bactérias da microbiota presente na carne de frango sdo capazes de
multiplicar-se em temperaturas de refrigeracdo (7°C), as quais sao conhecidas como
psicrotroficos (JAMES, S.; JAMES, C., 2014). Dentre os patdgenos psicrotroficos com
importancia em carne de aves estdo 0s géneros Listeria e Staphylococcus. Apesar de
Salmonella ndo ser tradicionalmente psicrotrofica, algumas cepas possuem a
capacidade de crescimento em temperaturas baixas (BANTING, 1991). J& no que diz
respeito a deteriorantes psicrotroficos, o género de maior relevancia é Pseudomonas
(GALARZ et al, 2010).

Sabe-se que Salmonella é frequentemente encontrada em carne de frango e
produtos a base de frango (EFSA e ECDC, 2014; FINSTAD et al, 2012; CDC, 2013).
Dessa forma, medidas preventivas devem ser preconizadas em toda a cadeia produtiva,
desde o controle sanitario na producdo até o emprego de medidas de controle
higiénico-sanitario na industria. Segundo Hermann (2012), a contaminacdo das aves
por Salmonella spp. ocorre via oral, as bactérias instalam-se na parede intestinal,
multiplicam-se e sdo eliminadas pelas fezes. Essas fezes, portanto, contaminam o
ambiente e outras aves do lote, assim se estabelece a disseminagéo horizontal; porém,
guando o aparelho reprodutor ou 0 ovo é contaminado, o patégeno pode ser transmitido
para a progénie, sendo essa forma de disseminagdo conhecida como contaminagao
vertical, a qual estabelece a contaminacéo progressiva de toda a cadeia produtiva.

A salmonelose é um dos principais problemas de saude publica, devido a sua
facil transmissdo, através da ingestdo de alimentos ou &gua contaminados, e
dificuldade de controle, principalmente no que diz respeito a cadeia avicola. Diante
disso, a salmonelose € uma das quatro doencas do Plano Nacional de Sanidade

Avicola (PNSA), no qual o Ministério da Agricultura (MAPA) faz fiscalizacdes quanto a
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presenca de quatro sorovares de Salmonella: S. Gallinarum e S. Pullorum,
apatogénicas para humanos, porém de grande importancia econdmica e sanitaria na
criacdo de aves; e S. Enteritidis e S. Typhimurium, causadoras de DTA. Apesar de o
PNSA controlar apenas esses sorovares, existem diversos outros sorovares de
importancia, principalmente, para saude publica (BRASIL, 2009).

As aves podem albergar Salmonella spp. e introduzi-la na a industria de
processamento, principalmente através da penas, pés e 6rgado digestivos; o papo, por
exemplo, € bastante associado a fonte de contaminagéo da carcaca, devido a facilidade
de ruptura. Além disso, o processo de depenagem das aves também tem grande
importancia na contaminagdo cruzada das carcagas, iSso sugere que a aplicacdo de
medidas de controle no frango vivo tem grande correlacdo com a qualidade final do
produto. A contaminacdo cruzada da carcagca pode ocorrer também na escaldagem,
retirada da cabeca, evisceracdo e pré-resfriamento. Sabe-se que, apesar das
ferramentas de controle adotadas pelas industrias, como Boas Praticas de Fabricacdo
(BPF), Procedimentos Padrao de Higiene Operacional (PPHO) e Analise de Perigos e
Pontos Criticos de Controle (APPCC), ndo € possivel eliminar essa bactéria durante o
processamento da carne de frango (SCOTT et al, 2012).

Salmonella sp. deve estar ausente nos alimentos, conforme Resolu¢cdo — RDC n°
12, de 02 de janeiro de 2001 (ANVISA, 2001a), porém nao existe parametro para carne
de frango, devido a dificuldade de controle desse patégeno na cadeia avicola e,
consequentemente no produto final. O Programa de Reducdo de Patégenos, instituido
pela Instrugdo Normativa n° 70 de 06 de outubro de 2006 do MAPA, que tem como
objetivo monitorar a prevaléncia de Salmonella em produtos avicolas admite que em um
ciclo de amostragem, composto por 51 carcagas de frango, no maximo 12 amostras
sejam positivas. Além disso, a resolugcdo RDC n° 13 de 02 de janeiro de 2001 (ANVISA,
2001b), exige que carne de aves e seus miudos crus contenham em suas embalagens
instrucdes a respeito do preparo e conservacado desses produtos, alertando para o risco
de contragcdo de doenca em casos de manipulacao e/ou preparo inadequados.

A reducédo de doencas humanas causadas pela contaminagédo de alimentos, em
especial a salmonelose, € um objetivo de salude publica em todo o mundo. Algumas

estratégias de gestdo visam elucidar o consumidor a respeito do consumo de carne e
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ovOos para minimizar os surtos ocorridos por falhas no preparo do alimento, para isso é
necessario conhecer as duas principais linhas de ocorréncia de DTA: (a) consumo de
alimento cru ou mal cozido e (b) contaminacdo cruzada. A Ultima caracteriza-se pela
contaminacdo de superficies, maos e alimentos crus, como saladas, pelo contato com
carnes cruas. A falha no cozimento (“undercooking”) ocorre devido ao desconhecimento
das instrucdes de preparo e falta de métodos eficazes para verificacdo da temperatura
interna da carne em cozinhas domiciliares (LUBER, 2009).

Todos esses fatores, como a ocorréncia de surtos em domicilios, contaminacéo
cruzada de alimentos e utensilios e preparo inadequado de alimentos ocorrem devido a
habitos errados no preparo das alimentacbes e falta de acesso a informacdes de
habitos de higiene, sendo que a educacéo sanitaria, partindo da educacao infantil, € um
ponto chave para correcdo dessa deficiéncia de conhecimento e consequente redugao
de doencas transmitidas por alimentos (DTA).

2.4 PENETRACAO BACTERIANA EM CARNE E FATORES ASSOCIADOS

Salmonella habita o trato gastrointestinal das aves, sendo que a presséo de
infeccdo esta diretamente relacionada com as condicdes de criagdo desses animais. A
pele e o trato gastrointestinal sdo as por¢des mais contaminadas e podem dissipar o
patégeno através da planta frigorifica. A contaminacdo, primeiramente, afeta a
superficie da carcaca e a partir dessa contaminacdo superficial € que ocorre a
contaminacao interna, ou seja, da superficie para o interior das massas musculares.

Inicialmente, sabe-se que a contaminacdo interna tem menor relevancia quando
comparada a contaminagdo superficial que atinge contagens bacterianas maiores,
tendo grande importancia na transferéncia de bactérias para outros alimentos, como
saladas cruas, e para utensilios de cozinha e maos do manipulador, caracterizando a
contaminacdo cruzada. No entanto, mesmo em pequenas quantidades, as bactérias

sdo capazes de penetrar para o interior da carne, locais conhecidos como “cold-points”
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que, na ocorréncia de um tratamento térmico mais brando podem proporcionar um sub-
processamento permitindo a sobrevivéncia de Salmonella (LUBER, 2009).

Roccato et al (2015) realizaram diferentes tratamentos térmicos, semelhantes
aos realizados em cozinhas domiciliares, em produtos a base de carne de aves
(linguicas, hamburgueres, etc.) contaminados artificialmente com Salmonella
Typhimurium. Concluiram que o preparo inadequado dos produtos mantem células
viaveis da bactéria em seu interior e que o critério mais utilizado em domicilios, o de
observacao visual do ponto de cozimento, é inadequado devido a sua subjetividade.

Para melhor compreensao dos fatores que interferem na migracdo bacteriana
pela carne, é importante compreender a estrutura da carne de frango, a qual é formada
por musculo estriado esquelético, envolto por uma camada de tecido conjuntivo
chamada de epimisio. Alguns septos do epimisio prolongam-se até a parte interna do
musculo para envolver os feixes musculares, esse tecido conjuntivo passa a se chamar
perimisio. O endomisio, por sua vez, prolonga-se a partir do perimisio para formar uma
fina camada de tecido conjuntivo, que envolve cada fibra muscular individualmente. Por

ultimo, a membrana celular é chamada de sarcolema (figura 1).

Epimisio Perimisio Endomisio

I
Musculo inteiro Fasciculo
Endomisio

Sarcolema ~

Sarcoplasma .

Nuicleo —

Fibra

Figura 1. Representacdo macroscoépica do tecido muscular estriado esquelético.
Fonte: Adaptado de Gartner e Hiatt, 2007.
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Técnicas de conservacdo da carne podem alterar a estrutura dos tecidos, dentre
elas estd o congelamento, uma técnica de armazenamento de carnes bastante
empregada por suas vantagens, como dilatagdo do prazo de validade e inibicdo da
multiplicacdo microbiana. A carne pode ser congelada pelo congelamento rapido, o qual
reduz as alteracdes estruturais no tecido, ou pelo congelamento lento, que forma
grandes cristais de gelo, os quais rompem membranas celulares, paredes e estruturas
internas, tornando a carne mais exposta a fatores adversos, como por exemplo,
bactérias (JAY, 2000; LAWRIE, 2005).

A pesquisa de fatores que interferem na penetracdo de bactérias em carnes nao
€ recente, existem alguns trabalhos da década de 70 que tratam desse assunto.
Elmossalami e Wassef, em 1971, descreveram a taxa de penetracdo de algumas
bactérias, dentre elas Salmonella Enteritidis e Pseudomonas aeruginosa, em carne
intacta. Foi demonstrado que a temperatura, o tempo de armazenamento e 0 tipo
bacteriano interferem na penetracéo, S. Enteritidis, por exemplo, foi capaz de penetrar 5
cm da carne num periodo de 12 horas a 30°C e 15cm num periodo de 36 horas, na
mesma temperatura. A 7°C e a -10°C a migracao foi mais lenta, 3 cm em 12h e 10 cm
em 36h. Quando comparada a outras bactérias, Salmonella sp. demonstrou ter maior
eficiéncia na penetracdo em carnes.

Gill e Penney descreveram em 1977 a importancia da produgdo de enzimas
proteoliticas para infiltracdo bacteriana através da carne, que ocorre devido a
degradacdo do endomisio, ligaces inferiores das fibras musculares. O endomisio é
uma estrutura delicada, enquanto que a proteina das fibras musculares é densa, por
isso, 0 endomisio € degradado mais rapidamente pelas proteases, permitindo a invasao
da bactéria por essa rota. Para esses autores, a producdo de proteases era um fator
limitante para que as bactérias conseguissem adentrar ao tecido, no entanto, estudos
posteriores demonstraram que, apesar de sua importancia, ndo € uma condicao
essencial. A liberacdo de enzimas proteoliticas pelas bactérias ocorre apenas no final
da fase logaritmica de crescimento, quando a carne estd num estagio avancado de
deterioracdo, dessa forma a penetracdo bacteriana baseada nesta premissa ocorreria

apenas em carnes deterioradas (GILL e PENNEY, 1977).
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Em 1982, os mesmos autores publicaram um trabalho alegando que o endomisio
era a provavel rota de migracdo bacteriana e alvo das proteases, porém ainda eram
necessarios mais estudos sobre a estrutura da carne para delinear melhor esse trajeto
(GILL e PENNEY, 1982). O trabalho citado anteriormente foi uma resposta ao
guestionamento feito por Sikes e Maxcy (1980), os quais afirmaram que a penetracao
ocorre devido a alteragdes estruturais da carne, como rupturas do sarcolema e abertura
de canais, devido ao congelamento (formacgéo de cristais de gelo) e descongelamento
(cristais de gelo sdo descongelados, formando canais) e ao cozimento.

Posteriormente, estudo realizado por Gill et al (1984) comparou as alteracdes
estruturais da carne que poderiam interferir na penetracdo de bactérias; os fatores
avaliados foram as diferencas estruturais da carne no pré-rigor e no poés-rigor, frente a
diferentes solugdes fixadoras: hipo, iso e hipertbnicas. A pressdo osmotica da solucéo
fixadora teve um efeito pronunciado na estrutura do musculo no pré-rigor. Efeito
semelhante ocorreu no pos-rigor, porém a interrupcdo dos elementos da membrana
plasmética das células associada ao aumento da osmolaridade provocou o
encolhimento das fibras musculares. Esse encolhimento provoca lacunas nos
elementos contrateis das células, ocorrendo liberacdo de proteinas sarcoplasmaticas e
gueda do pH, fator que reduz a resisténcia do musculo frente a invasdo bacteriana e
favorece a migragcdo. Foi possivel visualizar a penetracdo de Pseudomonas fluorescens
por essas lacunas em musculo no pés-rigor incubado a 5°C por cinco dias.

Alguns anos depois, Thomas et al (1987), concluiu que na inoculacdo de culturas
puras, apenas bactérias moéveis, sdo capazes de penetrar na carne; assim, a
capacidade de a bactéria produzir enzimas proteoliticas ndo € um requisito absoluto
para penetracdo na carne, a qual depende também do fator motilidade; mostrando que
a carne de frango pode apresentar poucas barreiras para penetracdo de bactérias
moveis, como Salmonella. Além disso, a protedlise acelera a migracdo bacteriana,
devido a hidrélise sarcoplasmatica de proteinas, dessa forma, quando sdo inoculadas
associacdes de bactérias proteoliticas e néo proteoliticas, as bactérias proteoliticas
facilitam a entrada de bactérias ndo proteoliticas.

Alguns pesquisadores utilizaram um corante azul (Blue Lake) para simular se a

pressdo da agua na lavagem de carcacas bovinas poderia carrear as bactérias da
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superficie para o interior da carne. Concluiram que o aumento da pressao da agua na
aspersdo de carcacas pode aumentar a introducdo de bactérias para o interior da
carne, como aconteceu com as particulas do corante. Nao houve diferencas na
penetracdo do corante em carnes frescas e carnes descongeladas (ANDERSON et al,
1992; ZUNIGA et al, 1991).

Em estudo realizado com carne suina inoculada com Pseudomonas spp. e
armazenada a 4°C, observou-se a infiltragdo dessas bactérias na carne através de
imagens de microscopia eletrbnica; a visualizacdo foi possibilitada pela adicdo do
corante laranja de acridina. Formou-se uma camada de col6nias na superficie da carne,
demonstrando que esse é o local mais adequado para a atividade deterioradora dessas
bactérias (DELAQUIS et al, 1992). Gupta et al (1992) ao estudar a capacidade de
penetracdo de Pseudomonas putida, Pseudomonas fragi, Lactobacillus plantarum e
Lactobacillus casei, a 37°C em carne de aves, demonstrou que as duas primeiras
tiveram maior éxito em adentrar a carne (3cm em 24h), seguidas do Lactobacillus
plantarum (2cm em 48h). Lactobacillus casei ndo penetrou na carne, tal resultado foi
explicado pela auséncia de atividade proteolitica.

Escherichia coli geneticamente modificada, marcada com “green fluorescent
protein” (GFP), foi inoculada em carne bovina para visualizagdo, em microscopia
eletrdnica de varredura, da penetragdo bacteriana em funcdo de um tratamento
tecnoldgico para amaciamento de carnes através da aplicacdo de ondas de choque
hidrodindmico (HSW). A carne tratada com HSW teve uma taxa de migragdo de 0,3cm,
maior que o controle, porém nédo significativo estatisticamente. Observou-se, também,
gue a migracao ocorreu pelos envoltorios das fibras (LORCA, 2002). Trabalho realizado
por Gill et al (2008), demonstrou que a tenderizagdo mecanica, inje¢cdo de salmoura por
meio de agulhas, destroi as fibras da carne e possibilita a migracdo de Listeria innocua,
gue sabidamente acontece pelo tecido conjuntivo de revestimento, pelo interior das
fibras do tecido muscular esquelético.

Além dos fatores apresentados, outros podem também interferir na migracéo
bacteriana, como a disponibilidade de agua, a orientacdo das fibras e a atmosfera da
embalagem do alimento. O trabalho realizado por Warson et al (2008), teve o objetivo

de avaliar a interferéncia do vacuo na migracdo bacteriana em carne marinada de peito
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de peru. A penetracao direcional de Salmonella sp., em 3 cm, em condi¢cdes
atmosféricas levou 20h, enquanto que a vacuo levou 20 minutos. Além da interferéncia
do vacuo, a marinada também pode ter interferido na penetracdo bacteriana. Uma
explicacdo plausivel é que os pirofosfatos presentes na marinada atuam como
dissociadores de actina e miosina no muasculo, facilitando a entrada da Salmonella sp.
O acumulo de solucdo aquosa entre as fibras pode facilitar a penetracdo devido a
osmolaridade, tornando o processo de marinagao fator facilitador para penetragao
bacteriana na carne. Além disso, um nimero significativo de Salmonella pode migrar no
musculo intacto, com ou sem auxilio do vacuo. O congelamento também interferiu na
penetracdo, devido a formagéo de cristais de gelo e rompimento das células (WARSON
et al, 2008).

Apesar dos diferentes fatores que podem facilitar ou acelerar a migracéo
bacteriana para o interior da carne, sabe-se que a carne de frango intacta possui uma
estrutura pouco resistente a penetracdo bacteriana, diferentemente da pele. A pele
contém uma superficie complexa com canais e fendas microscopicas recobertas com
células epidérmicas em diferentes estagios de esfoliacdo, os quais limitam a difusédo de
células microbianas e assumem um papel de retencéo de particulas. Ja a superficie da
carne € uma estrutura homogénea, coberta por colageno e fibras reticulares, sendo que
o tecido muscular é constituido por longos e paralelos feixes de fibras recobertos por
tecido conjuntivo. Por isso, a taxa de crescimento bacteriano é maior na carne do que
na pele. Além disso, a susceptibilidade da carne de frango é aumentada quando essa
carne é picada, devido a degradacéo estrutural no momento do corte (NORIEGA et al,
2010).

Em 2015, Bosse et al estudou a taxa de migracdo e a distribuicdo espacial de
particulas coloidais, que simularam bactérias iméveis, com e sem enzimas proteoliticas
em carne suina. Os resultados mostraram que a adicdo de enzimas proteoliticas
acelerou a migracao das particulas na carne, no entanto ndo foi essencial para que a
mesma ocorresse, demonstrando que nem a atividade proteolitica nem a motilidade séo
fatores essenciais para a penetracdo bacteriana na carne, apesar de terem grande

importancia na aceleracdo da mesma.
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Considerando o exposto, ndo ha duvida da grande importancia de Salmonella
como um enteropatdégeno na cadeia produtiva avicola devido a dificuldade de controle
da mesma e por apresentar-se como um risco a saude publica, por consequéncia da
contaminacédo de carcacas e cortes durante o abate e processamento. Por meio da
contaminacéo superficial das carcacas pode ocorrer a penetracdo para as camadas
mais internas da carne de frango, sendo que fatores associados as bactérias, como
motilidade e producgéo de proteases, e a estrutura da carne, como formagéao de lacunas,
e aspectos extrinsecos como temperatura e tempo de armazenamento sdo variaveis de
suma importancia para delimitar o grau e a velocidade da penetracdo bacteriana e o

risco a mesma apresenta para a saude publica.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a capacidade de penetracédo de estirpes de Salmonella com a presenca
de microbiota deterioradora ou ndo, em cortes de peito de frango sob a influéncia de
diferentes tempos e temperaturas de estocagem.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a contaminagdo natural de peitos de frango comercializados na regiao
oeste do Paran&d quanto a presenca de Salmonella spp. na superficie e no interior da
carne e sua relacdo com a microbiota deterioradora (psicrotréficos e Pseudomonas
spp.).

Estudar a migracdo de dois sorovares de Salmonella (S. Enteritidis e S.
Heidelberg) da superficie para a area interna em peitos de frango esterilizados por
irradiacdo, tendo como variaveis a temperatura, o tempo e a presenca de psicrotroficos
proteoliticos.

Observar aspectos estruturais das fibras das amostras de carne de frango
submetidas a diferentes condi¢cbes de estocagem e observar a presenca de Salmonella

sSpp. no interior das amostras.
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4. CAPITULO 1 - OCORRENCIA DE SALMONELLA EM CORTES DE PEITO DE
FRANGO E QUANTIFICACAO DA MICROBIOTA DETERIORADORA

Ocorréncia de Salmonella e m Cortes de Peitos de Frango e Quantificacdo da

Microbiota Deterioradora

RESUMO - Salmonella sp. possui capacidade de penetrar para o interior da carne, sendo que
outras bactérias como Pseudomonas spp., psicrotréficos e psicrotréficos proteoliticos podem auxiliar
nessa penetracdo. Diante disso, realizou-se a pesquisa do patégeno em 21 peitos de frango, os quais
foram segmentados em quatro partes, sendo elas pele, superficie, meio e interior. Subentendendo-se que
a contaminacdo do frango ocorre na superficie, o estudo objetivou verificar a ocorréncia de Salmonella
sp. nos segmentos mais interiores do peito de frango e a possivel influéncia de bactérias deterioradoras
na presenca de Salmonella sp. nesses segmentos. Como esperado, a por¢gdo com maior presenca do
patégeno foi a pele, seguida da superficie; os segmentos mais internos apresentaram uma porcentagem
menor, porém foi detectada a bactéria. Isso sugere que a Salmonella sp. é capaz de penetrar para o
interior da carne de frango. N&o foi possivel correlacionar a presenca de bactérias deterioradoras com o
aumento da prevaléncia de Salmonella sp. no interior da carne.

Palavras-chave : penetragdo bacteriana, psicrotréficos, Pseudomonas spp.

Salmonella Occurrence in Chicken Breasts and Quantification o f Spoilage
Microbiota

ABSTRACT - Salmonella sp. has the possibility to penetrate into the meat, and other bacteria
such Pseudomonas spp., psychrotrophic bacteria and proteolytic psychrotrophics may help this
penetration. Thus, one realized the pathogen research in 21 chicken breasts, which were segmented into
four parts: skin, surface, middle and inner. Then, being understood that the chicken contamination occurs
on the surface, the study aimed to verify the occurrence of Salmonella sp. in the innermost segments of
the chicken breast and the possible influence of bacterial spoilage in the presence of Salmonella sp. in
these segments. As expected, the portion with increased pathogen was skin, then the surface; the
innermost segments showed a smaller percentage, but the bacterium was detected. This shows that the
Salmonella sp. is able to penetrate into the chicken meat. It was not possible to correlate the presence of
spoilage bacteria with increasing prevalence of Salmonella sp. inside the meat.

Keywords : bacterial penetration, psychrotrophic, Pseudomonas spp.
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4.1 Introdugéo

Surtos alimentares ocasionados por Salmonella spp. configuram uma grande
preocupacédo da industria alimenticia e dos 6rgdos governamentais de controle sanitario
de varios paises. Salmonella sp. € um bacilo Gram-negativo presente naturalmente no
trato gastrointestinal de aves e mamiferos (JAY, 2000) e, por conta disso, produtos
avicolas, como carne e ovo, estao frequentemente envolvidos em surtos. O “Centers for
Disease Control and Prevention” (CDC), a “Food and Drug Administration” (FDA) ambas
dos EUA, a “European Food Safety Authority” (EFSA), a “Public Health Agency of
Canada” (PHAC) e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria de Alimentos (ANVISA)
do Brasil relatam frequentemente surtos ocasionados por produtos avicolas
contaminados com Salmonella sp.

Segundo o CDC, em 2013, a carne de frango foi responsavel por 10% dos surtos
alimentares nos Estados Unidos, além de ocupar o primeiro lugar na associacao
alimento-patégeno, estando associada ao patégeno Salmonella sp. Além disso, 47%
dos surtos alimentares foram provocados por bactérias, sendo que Salmonella sp. foi
responsavel por 26% desses surtos, tendo como principais sorovares S. Enteritidis, S.
Typhimurium, S.Heidelberg, S. Newport, e S. Javiana. Esse patégeno ainda foi

responséavel por 62% das hospitalizacdes em 2013 (CDC, 2013).

Sabe-se que Salmonella é frequentemente encontrada em carne de frango e
produtos a base de frango (EFSA e ECDC, 2014; FINSTAD et al, 2012; CDC, 2013).
Dessa forma, a producéo de carne de frango com qualidade deve ser preconizada em
toda a cadeia produtiva, desde o controle sanitario da producdo até o emprego de
medidas de controle higiénico-sanitario na industria. Segundo Hermann (2012), a
contaminacdo das aves por Salmonella spp. ocorre via oral, as bactérias instalam-se na
parede intestinal, multiplicam-se e s&o eliminadas pelas fezes. As aves podem carrear
Salmonella sp. para a industria de processamento, principalmente através da penas,
pés e sistema digestério. Sabe-se que, apesar das ferramentas de controle adotadas
pelas industrias, como Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), Procedimentos Padrdo de

Higiene Operacional (PPHO) e Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
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(APPCC), nado é possivel eliminar essa bactéria durante o processamento da carne de
frango, devido a resisténcia do patégeno (SCOTT et al, 2012).

A salmonelose em humanos, decorrente de carne de aves, possui duas rotas de
contaminacdo importantes, 0 sub-processamento, que ocorre devido ao consumo de
carne crua ou mal cozida, e a contaminacéo cruzada de alimentos que ndo passam por
processo térmico, a qual tem os utensilios de cozinha e as méos do manipulador como
veiculos de contaminacdo. Apesar de ndo haver o habito de se consumir de carne
frango de crua ou mal cozida, os métodos de preparo ndo séo eficazes para verificacdo
da temperatura interna da carne em cozinhas domiciliares, sendo que Salmonella spp.
pode permanecer intacta em pontos mais internos da carne (“cold points”) (ROCCATO
et al, 2015).

Em estudo realizado em 2009 foi encontrada uma incidéncia de 3,8% de
Salmonella sp. no interior da carne de frango, esses dados mostram que, mesmo em
pequenas quantidades, essas bactérias sdo capazes de penetrar para o interior da
carne, por isso, acredita-se que 0 sub-processamento seja uma questdo importante do
ponto de vista da saude publica (LUBER, 2009). Nesse contexto, o presente estudo
teve por objetivos determinar a prevaléncia de Salmonella sp. em peitos de frango com
pele e com 0SS0 expostos no comeércio varejista e o principal local de contaminacao

neste corte, na superficie ou interior das massas musculares.

4.2 Material e métodos

Foram adquiridos vinte e um peitos de frango congelados com pele e com 0sSso
(por serem menos manipulados e preservarem a integridade do tecido nas camadas
mais internas) no mercado varejista da regido oeste do Parana. As amostras foram
coletadas entre os meses de setembro e novembro de 2014, utilizando-se como
critérios a aquisicdo apenas de cortes embalados na industria e a selecdo de diferentes

marcas e diferentes lotes. As amostras foram transportadas em caixas isotérmicas até
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Laboratério de Inspecdo e Controle de Qualidade de Agua e Alimentos
do Depto. de Ciéncias Veterinarias da UFPR, Setor Palotina, onde foram
descongeladas “overnight”. Metade da amostras de peito foi dividida em
guatro subamostras de aproximadamente 1cm de espessura cada: segmento 1 - pele,
segmento 2 — carne superficial, oriundo da carne em contato direto com a pele,
segmento 3 - meio e segmento 4 - interno, o mais distante da superficie e em contato
com os 0ssos do peito (Figura 1). De cada segmento foi pesada uma unidade analitica
de 25g para pesquisa de Salmonella sp., totalizando quatro unidades analiticas por
amostra. Ja para contagem de psicrotréficos, psicrotréficos proteoliticos
e Pseudomonas spp. foi pesada uma Unica unidade analitica de 25g da outra metade

da amostra de peito de frango.

Peito de Frango

Pele

Segmento Superficial

Segmento Meio

Segmento Interno

Figura 1. Esquema explicativo da divisdo do peito de frango em subamostras

A pesquisa Salmonella sp. seguiu-se conforme metodologia preconizada por
Andrews & Hammack (2007), com adaptacdes, utilizando-se pré-enriquecimento em
Agua Peptonada Tamponada — APT (DIFCO) acondicionada em estufa 35°C/18h e
enriguecimento seletivo em Rappaport-Vassialidis (HIMEDIA) acomodado em banho-
maria 42,5°C/24h e Tetrationato (HIMEDIA) em estufa 35°C/24h.

O plagueamento seletivo e diferencial foi realizado em agar Xilose Lisina Desoxicolato —
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XLD (DIFCO) e agar Bismuto Sulfito - BS (DIFCO) incubados em estufa 35°C/24h. Para
confirmacao, utilizou-se de bioquimico preliminar em agar Triplice Agucar Ferro — TSI
(HIMEDIA) e &gar Lisina Ferro - LIA (DIFCO) e sorologia com soro polivalente somatico
(BIO-RAD). Para as cepas com resultado sorolégico positivo e reacdo bioquimica
caracteristica em TSI e Lia, foi realizados os demais testes bioquimicos confirmatorios:
Citrato de Simmons (DIFCO), Sulfito Indol Motilidade - SIM
(MERCK), Malonato (DIFCO), Ureia (DIFCO), Vermelho de Metila e Vosges-Proskauer -
VM-VP (DIFCO).

Para contagem dos deterioradores, 25g da amostra era diluida em solucdo salina
8,5% e homogeneizada em aparelho Stomaker . Seguindo-se a metodologia de Frank e
Youssef de 2004 (FRANK e WEHR, 2004), para andlise de psicrotréficos, uma aliquota
de 0,1mL dessa diluicdo era transferida para placa de Agar Padrdo Contagem — PCA
(HIMEDIA), pela técnica de semeadura superficial, a qual era incubada 7°C/10d.
Posteriormente a contagem das coldnias, as mesmas eram transferidas para placas de
PCA com adi¢cdo de 1% de leite, incubadas 7°C/10d, para observacédo da capacidade
proteolitica através da formacéo de halo de protedlise no agar.

Por dltimo, para contagem de Pseudomonas spp utilizou-se como referéncia a
metodologia da 1ISO 13720 de 1995 (SILVA, 2010). Dessa forma, uma aliquota de
0,1mL da diluicdo era transferida para placa de Agar Cetrimida Fucidina Cealoridina -
CFC (DIFCO) adicionado de 1% de glicerina, pela técnica de semeadura superficial, a
qual era incubada 25°C/48h. ApOs a contagem, as colbnias foram confirmadas pelos

testes oxidase e coloracao de Gram.

4.3 Resultados e Discussao

Conforme observado na Tabela 1, das 21 amostras de peito de frango, nove
(42,8%) apresentaram contaminagdo por Salmonella sp. em pelo menos um dos
segmentos analisados, sendo importante destacar que as amostras com resultado

positivo nos segmentos mais internos, necessariamente, tiveram resultado positivo na
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pele. Isto indica que a rota de contaminacdo ocorre do exterior para o interior da carne
de peito de frango e mostra a importancia que Salmonella sp. tem na contaminagao

superficial de carcacgas de frango durante o abate e processamento dos cortes.

Tabela 1. Resultados referentes a presenca de Salmonella sp. nos segmentos pele,
superficial, meio e interno nas 21 amostras de peito de frango analisadas

Amostra Segmento

P S M I

© 00 NO O & WDN B
1
1
1
1

BEEREHREERES
N A L

21 - - - -

Total 9 (42,9%) 4 (19%) 1 (4,7%) 2 (9,5%)

Legenda: P = segmento pele; S = segmento superficial; M =s  egmento meio; | =segmento interno; -  (auséncia);
+ (presenga).

Apesar da contaminacdo da pele ter sido maior, nos segmentos internos,
também foi verificada a presenca de Salmonella sp., resultado que indica a capacidade
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de penetracdo do patdégeno para o interior da carne. Wessling et al (2014a; 2014b), em
estudo de contaminacgdo artificial, constatou que Salmonella sp. € capaz de penetrar na
carne de frango, tendo como fatores influenciadores a temperatura e o tempo de
estocagem. Em outros estudos foi descrito que a acdo de enzimas proteoliticas, a
pressdo osmotica, as diferencas estruturais da carne (como pré e pos-rigor), a
motilidade bacteriana, o vacuo e a presenca de culturas proteoliticas tem acéo sobre a
penetracdo de Salmonella sp. e outras bactérias para o interior da carne (Gill e Penney,
1977; Gil et al,1984; Thomas et al, 1987 e Warson, 2008). Esse conjunto de resultados
indica a possibilidade da presenca de Salmonella sp. no interior da carne e reforca a
importancia de submeter a carne de frango a processamento térmico adequado
(>74°C), para garantir a eliminacdo do patdgeno nas areas mais centrais da carne,
conhecidos como “cold points” (BUCHER et al, 2008; USDA, 2008).

No que diz respeito aos deterioradores (Tabela 2), em apenas 19% das amostras
foi possivel detectar Pseudomonas spp.; em 66,7% das amostras foi detectada a
presenca de psicrotroficos e em 38% de psicrotroficos proteoliticos. As bactérias
deterioradoras, em especial as proteoliticas podem ser facilitadoras da penetracdo de
Salmonella sp. na carne (Thomas, 1987), porém, em concordancia com o0s resultados
de Wessling et al (2014a; 2014b), as amostras com contagens maiores para bactérias
indicadoras tiveram, aparentemente, menor frequéncia de Salmonella sp. Entende-se,
dessa forma, que a competicdo por nutrientes se sobressai a vantagem do aumento de
enzimas proteoliticas oriundas de outras culturas, resultando na inibicdo da Salmonella
sp. ao invés da promoc¢do da penetracdo desta na carne. A liberacdo de enzimas
proteoliticas pelas bactérias ocorre apenas no final da fase logaritmica de crescimento,
guando a carne esta num estagio avancado de deteriorizacdo, dessa forma a
penetracdo bacteriana baseada nesta premissa ocorreria apenas em carnes
deterioradas, caracteristica ndo observada na carne de frango utilizada no presente
trabalho (GILL e PENNEY, 1977).
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Tabela 2 - Média das contagens de Pseudomonas spp., psicrotréficos e psicrotroficos
proteoliticos (UFC/g) nas amostras de peito de frango com pele e com 0sso que
apresentaram resultados positivos e negativos para Salmonella sp.

Salmonella Pseudomonas Psicrotroficos Psicrotroficos proteolitios

C ND C ND C ND

(-) negativo (12)* 3(1,6x109) 9 7(3,1x109) 5 5 (2,4x10°) 7
(+) positivo (9)* 1 (1x10°) 8 7(2,3x10°) 2 3 (1,3x10%) 6

Legenda: C — n° de amostras com contagem; ND (ndo detectado) — nimero de amostras sem contagem
(<102UFC/g). *Os numeros entre parénteses representam o numero total de amostras positivas e negativas para
Salmonella.

4.4 Conclusdes

A ocorréncia de Salmonella sp. em peitos com pele e com osso foi considerada
elevada; além disso, foram identificados resultados positivos para Salmonella sp. tanto
nos segmentos superficiais, como no interior da carne de frango, fato que sugere sua
capacidade de penetracdo e chama a atengcdo para a importancia do processamento
térmico adequado antes do consumo da carne. Neste estudo, 0s agentes
deterioradores ndo demonstraram ter influéncia sobre a penetracao de Salmonella sp,
em contrapartida, a competicdo microbiana pode ter inibido o desenvolvimento do

patogeno.
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5. CAPITULO 2 - AVALIACAO DA MIGRACAO DE SALMONELLA HEIDELBERG
E S. ENTERITIDIS EM PEITOS DE FRANGO

Avaliacdo da Migracdo de Salmonella Heidelberg e S. Enteritidis em Peitos de

Frango

RESUMO - Salmonella spp. é responsavel pela maioria dos surtos alimentares em diversos
paises, sendo que a ingestdo de carne de frango subprocessada termicamente é uma das formas de
contaminacdo. Essa bactéria é capaz de migrar para o interior da carne, sendo que as condi¢cbes de
estocagem e a presenca de microbiota proteolitica podem influenciar nessa migracéo. O trabalho teve o
objetivo de verificar a interferéncia das varidveis tempo e temperatura de estocagem e presenca de
psicrotréficos proteolitico s no processo de migracdo. Para realizacdo do experimento em seis repeticées
foi conduzido um delineamento inteiramente casualizado sendo que para a casualizagdo, os peitos de
frango sem pele e sem 0sso congelados foram divididos blocos com auxilio de um furador do tipo
“cork borer”. Os blocos de peito de frango foram submetidos a quatro tratamentos, S. Enteritidis, S.
Enteritidis com psicrotréficos, S. Heidelberg e S. Heidelberg com psicrotréficos, a cinco tempos de
armazenamento, 6, 12, 24, 48 e 168 horas, e a trés temperaturas 2, 7 e -30°C. Apéds a inoculagdo e
armazenamento, as amostras foram divididas segmentos iguais, sendo o segmento A o mais superficial,
B o intermediario e C 0 mais interno deles. Cada segmento foi diluido em solucéo salina e plaqueado em
agar especifico para contagem de coldnias. Os resultados foram submetidos a analise de variancia e
comparagdo de médias pelo teste de SNK (p<0,05). S.Heidelberg e S. Enteritidis obtiveram éxito na
migragdo pela carne frango em todas variacdes de tempo-temperatura e tratamentos, além disso,
verificou-se diferenca estatistica para “tempo” e “tratamento”. Com relagédo ao tempo, os dados sugerem
que a migracdo de Salmonella sp. foi progressiva até o tempo de 24h, porém decaiu com 48h. Em
relagdo aos tratamentos, S. Enteritidis com psicrotréficos teve contagens menores que 0s outros trés
tratamentos, os quais foram iguais entre si. Conclui-se que Salmonella sp. € capaz de migrar para o
interior da carne em um curto periodo de tempo, mesmo em temperaturas baixas, e que a presenca de
psicrotréficos proteoliticos provocou efeito inibitério na migracao do sorovar S. Enteritidis.

Palavras-chave : frango, penetracéo bacteriana, salmonelose.

Migration assessment of Salmonella Heidelberg and S. Enteritidis in chicken

breasts

ABSTRACT - Salmonella spp. is responsible for most food outbreaks in many countries. One of
the forms of contamination is the ingestion of undercooked chicken meat. This bacteria are able to migrate
into the meat, and that the storage conditions and the presence of proteolytic microflora may influence this
migration. The study aimed to verify the interference of variable storage periods and temperature and the
presence of proteolytic psychrotrophic in the migration process. For the experiment in six replications was
conducted a randomized design. For this action (‘casualization’), the frozen chicken breasts without skin
and bone were divided into blocks with the aid of an awl type cork borer. The chicken breast blocks were
submitted to four treatments: S. enteritidis, S. Enteritidis with psychrotrophic, S. Heidelberg and S.
Heidelberg with psychrotrophic, and to five storage periods, that's to say: 6, 12, 24, 48 and 168 hours,
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and to three refrigeration temperatures: 2°, 7° and -30°C. After inoculation and storage, the samples were
divided into equal segments; segment A was the most superficial, B the intermediate and C the innermost
of them. Each segment was diluted in saline and plated on specific agar for colony count (microbian
infestation’ contage). The results were submitted to analysis of variance and comparisons of means by
SNK test (P < 0.05). Salmonella sp. succeeded by migration chicken in all variations of time-temperature
and treatments and, in addition, statistical difference was found for the item "time" and "treatment".
Related to time, the data suggest that the migration of Salmonella sp. has been gradual during the first 24
hours, but declined around or after 48 hours. With regard to treatments, S. Enteritidis with psychrotrophic
had lower results than the other three treatments which have been equal. One can conclude that
Salmonella sp. is, in fact, able to migrate into the meat in a short time even at low temperatures, and the
presence of proteolytic psychrotrophic had inhibitory effect on the migration of serotype S. Enteritidis.

Keywords : bacterial penetration, chicken, salmonellosis.

5.1 Introducéo

Surtos alimentares ocasionados por Salmonella sp. configuram uma grande
preocupacédo da industria alimenticia e dos 6rgados governamentais de controle sanitario
de varios paises. Salmonella sp. € um bacilo Gram-negativo presente naturalmente no
trato gastrointestinal de aves e mamiferos (JAY, 2000) e, por conta disso, produtos
avicolas, como carne e ovo, estao frequentemente envolvidos em surtos (EFSA, 2011,
FINSTAD et al, 2012; CDC, 2013). O “Centers for Disease Control and Prevention”
(CDC), a “Food and Drug Administration” (FDA) ambas dos EUA, a “European Food
Safety Authority” (EFSA), a “Public Health Agency of Canada” (PHAC) e a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria de Alimentos (ANVISA) relatam frequentemente surtos
ocasionados por produtos avicolas contaminados com Salmonella sp. Segundo o CDC,
em 2013, 47% dos surtos alimentares foram provocados por bactérias, sendo que
Salmonella sp. foi responséavel por 26% desses surtos, tendo como principais sorovares
S. Enteritidis, S. Typhimurium, S.Heidelberg, S. Newport, e S. Javiana (CDC, 2013).

Dessa forma, a producéao de carne de frango de qualidade deve ser preconizada
em toda a cadeia produtiva, desde o controle sanitario da producdo até o emprego de
medidas de controle higiénico-sanitario na industria. Segundo Hermann (2012), a
contaminacdo das aves por Salmonella sp. ocorre via oral, as bactérias instalam-se na

parede intestinal, multiplicam-se e s&o eliminadas pelas fezes. As aves podem carrear
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Salmonella sp. para a industria de processamento, principalmente através da penas,
pés e sistema digestorio. Sabe-se que, apesar das ferramentas de controle adotadas
pelas industrias, como Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), Procedimentos Padrdo de
Higiene Operacional (PPHO) e Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
(APPCC), nado é possivel eliminar essa bactéria durante o processamento da carne de
frango (SCOTT et al, 2012).

A salmonelose em humanos, decorrente de carne de aves, possui duas rotas de
contaminagdo importantes, o sub-processamento, caracterizado por consumo de carne
crua ou mal cozida, e a contaminacdo cruzada de alimentos que ndo passam por
processo térmico, a qual tem os utensilios de cozinha e as méos do manipulador como
veiculos de contaminacao. Em estudo realizado em 2009 foi encontrada uma incidéncia
de 3,8% de Salmonella sp. no interior da carne de frango, demonstrando que, mesmo
em pequenas quantidades, essas bactérias sdo capazes de penetrar para o interior da
carne, por isso, comprovando-se que o0 sub-processamento € uma questdo importante
do ponto de vista da saude publica (LUBER, 2009).

Gill e Penney (1977), Thomas et al (1987), Warson et al (2008) e Wessling
(2014), demonstraram que a Salmonella sp. € capaz de penetrar para o interior da
carne, sendo que a pressao osmdtica, a presenca de bactérias proteoliticas, o vacuo, e
a temperatura podem ser fatores facilitadores dessa penetracdo. Roccato et al (2015)
realizaram diferentes tratamentos térmicos em produtos a base de carne de aves
contaminados artificialmente com Salmonella sp. e concluiram que o preparo
inadequado do produto mantém células viaveis da bactéria em seu interior.

A compreensdo da penetracdo de Salmonella na carne de frango é importante
para auxiliar no estabelecimento de padrbes de estocagem, armazenamento e preparo
da carne de frango, visando a melhor qualidade do produto final e a seguranca
alimentar para o consumidor. Diante disso, o presente trabalho objetivou avaliar a
migracdo de Salmonella para o interior da carne por meio da inoculagéo artificial de S.
Enteritidis e S. Heidelberg em peitos de frango previamente irradiados, submetidos a
diferentes condicdes de estocagem e na presenca ou auséncia de psicrotréficos

proteoliticos.
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5.2 Material e métodos

Foram adquiridos 34 kg de peito de frango com pele e com osso congelados,
em embalagens plasticas de 1kg, os quais foram esterilizados por irradiacdo, numa
dosagem de 11 KGy (quilogray) de raios gama (anexo 1 — certificado de dosimetria) a
partir da fonte cobalto 60, no Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN),
instalado na Universidade de Sao Paulo (USP). Posteriormente foram transportados,
em caixas isotérmicas com gelo seco até o Laboratorio de Inspecdo e Controle de
Qualidade de Agua e Alimentos (LACOMA) da Universidade Federal do Parana,
Setor Palotina.

Para realizacdo do experimento em seis repeticbes foi conduzido um
delineamento inteiramente casualizado sendo que para a casualizagdo, os peitos de
frango sem pele e sem o0sso congelados foram parcialmente descongelados em
temperatura de refrigeragdo por 8 horas e divididos assepticamente em cilindros com 3
cm de comprimentoe 0,79 cm de diametro, com auxilio de um furador do tipo
“cork borer”. Estas unidades foram misturadas e sub-amostras foram escolhidas
aleatoriamente. Os blocos de peito de frango foram acomodados em placas de petri,
com uma camada fina de agar puro 2%, ja solidificado. Posteriormente, as placas
de petri foram preenchidas pelo mesmo &gar, de modo que toda a amostra ficasse
coberta por agar, com o objetivo de formar um isolante e evitar que as bactérias
migrassem pela superficie e ndo pelo interior da carne.

Os blocos foram submetidos a quatro tratamentos de acordo com o tipo de
in6culo e foram armazenados em temperaturas de refrigeracdo (2°C e 7°C) por
periodos distintos (tabela 1) e em temperatura de congelamento (média de -30°C) por
sete dias (168 horas). O controle de esterilidade (bloco sem inoculacéo) foi submetido
as mesmas condi¢cdes de temperaturas (2°C, 7°C e -30°C) e tempo em cada uma das

repeticoes.
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Tabela 1: Tratamentos empregados aos blocos de carne de frango e condi¢bes de
incubacao de acordo com os tempos empregados
Temperaturade  Tempos de incubacao

Tratamento Inoculo Incubacao (°C) (h)
SE S. Enteritidis 23g ® 121’6284’ *
SH S. Heidelberg 23g ° 121’6284, *
SEP S. Enteritidis + PSI 23g ® 121;6284; *
SHP S. Heidelberg + PSI 235 ® 121;6284; *

Ledenga: PSI - pool de psicrotroficos proteoliticos; SE — Salmonella Enteritidis; SEP — Salmonella
Enteritidis com psicrotroficos; SH — Salmonella Heidelberg; SHP — Salmonella Heidelberg com
psicrotroéficos.

5.2.1 Preparo dos in6culos de S. Enteritidis e S. Heidelberg

Foram utilizadas duas cepas de Salmonella, uma de Salmonella Enteritidis de
origem aviaria, sorotipada pelo Instituto Adolfo Lutz — SP, 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. E uma cepa de Salmonella Heidelberg, oriunda de swab de
arrasto de granjas avicolas, sorotipada e cedida pelo laboratorio veterinario Mercolab,
com sede em Cascavel, PR. Essas cepas ficaram armazenadas em agar
conservacao, sob refrigeracéo, até o momento de sua utilizacao.

Para o preparo do indculo, retirava-se uma alcada do agar conservagao
e adicionava-a a 3 mL de caldo BHI - Infusdo de Cérebro e Coracdo (HIMEDIA) com
incubacdo a 35°C/18h. A partir deste subcultivo semeava-se por técnica de
esgotamento em placa de agar XLD - Xilose Lisina Desoxicolato (HIMEDIA) com
incubacao por 35°C/24h, para obtengédo de coldnias isoladas. Uma colonia isolada era
transferida para 100 mL de caldo BHI que era incubado sob agitacdo a 120rpm em
“shaker” a 37°C/24h. Apés a incubacgdo, a concentracdo microbiana no caldo BHI era de
10° UFC/mL, transferia-se uma aliquota de 100 ul, a qual continha 108 UFC/mL, desse
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caldo para amostra. Para quantificacdo do inoculo, outra aliquota de 100 pl era
semeada em &gar TSA - Agar Triptona Soja (HIMEDIA), incubado a 35°C/24h,
(apéndice 1).

5.2.2 Preparo do In6culo de Psicrotroficos Proteoliticos

Para obtencdo da microbiota psicrotrofica proteolitica presente naturalmente na
carne de frango, foram utilizadas carcagcas comerciais de frango congelado, das quais
foram retiradas uma unidade analitica de 25g de carne e pele da ponta das asas, da
cloaca e do pescogo. A unidade analitica era adicionada a 225 mL de solugdo salina
(0,85%) e homogenizada em stomacher (Seward™) por 2 minutos a 165rpm. Uma
aliquota 0,1mL dessa solucdo era plaqueada na superficie do Agar Padrdo para
Contagem — PCA (HIMEDIA). Essas placas foram incubadas a 7°C/10d e entdo as
colonias foram transferidas, por picada, para placas de PCA com 1% de leite, as quais
foram novamente incubadas a 7°C/10d.

Apés a incubacdo, avaliou-se a capacidade proteolitica das
bactérias psicrotroficas através da formacao de halo de protedlise ao redor da col6nia.
Foram selecionadas sete colénias de psicrotroficos proteoliticos para utilizacdo no
trabalho, as quais foram armazenadas individualmente em caldo BHI com 20% de
glicerina em temperatura de congelamento.

Para o preparo do indéculo foi feito um “pool” com as sete cepas de
psicrotroficos, para isso retirava-se uma alcada do agar conservacdo de cada cepa e
semeava-se em 3mL de caldo BHI — Infusdo de Cérebro e Coracdo (HIMEDIA),
incubado a 30°C/18h. A partir deste subcultivo semeava-se por técnica de esgotamento
em placa de PCA — Agar Padréo para Contagem (HIMEDIA) e incubava-se a 30°C/ 24h.
Uma coldnia isolada de cada placa, totalizando sete coldnias, era transferida para 100
mL de caldo BHI, incubado a 30°C/24h. ApOs a incubagcdo a concentragcdo microbiana
no caldo BHI era de 10° UFC/mL, transferia-se uma aliquota de 100 pl, com 10°

UFC/mL de psicrotroficos, desse caldo para amostra. Para quantificacdo do inéculo,
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outra aliquota de 100 pl era semeada em &gar PCA - Agar Padrdo para Contagem
(HIMEDIA), incubado a 30°C/24h (apéndice 2).

5.2.3 Inoculagdo dos Micro-organismos

Em cada um dos blocos solidificados em agar, conforme descrito, com o
auxilio de uma ponteira cortada (estéril) de 1000 pl, confeccionava-se um poco em um
dos extremos da amostra com o objetivo de realizar a inoculacéo de 100 pl de cada um
dos tratamentos (apéndice 3). ApOs a inoculacdo, as amostras eram acondicionadas
em incubadoras BOD, conforme a temperatura e o tempo definido para cada condicgéo.

O procedimento de inoculacdo descrito acima foi realizado da mesma forma para
todos os tratamentos, sendo que, para o tratamentol (T1), foi inoculado
10° de Salmonella Enteritidis e para o tratamento 2 (T2), 10° de Salmonella Heidelberg.
O tratamento 3 refere-se ao T1 adicionado de 10® de psicrotréficos e o tratamento 4
refere-se ao T2, também acrescido de 10° de psicrotréficos. Os controles de esterilidade

ndo receberam inéculo.

5.2.4 Quantificac@o das Bactérias Inoculadas

A avaliacdo da penetracdo de Salmonellasp. na carne de frango foi feita
através de contagem bacteriana em trés pontos distintos do bloco: segmento A (inicial -
imediatamente em contato com o inéculo), segmento B (mediano) e segmento C (final -
0 mais distante do in6culo). As amostras foram seccionadas, sob condi¢des assépticas
em fluxo laminar e com o auxilio de uma faca estéril, em trés segmentos de
aproximadamente lcm. Cada segmento era individualmente pesado em frascos do
tipo falcom de 15 mL estéreis, onde se adicionava Agua Peptonada Tamponada
(HIMEDIA) na proporc¢éo de 1:10.
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Apds a homogeneizacdo em vortex, o contetdo era diluido em solugéo salina
até obtencao das diluicdes 10™ e 10° para o segmento A, 10* e 10 para o segmento B
e 10%e 10* para o segmento C. A partir das diluicdes, aliquotas de 100puL eram
semeadas em TSA (HIMEDIA) e incubadas a 35°C por 24h, para os tratamentos SE e
SH. Para os tratamentos SEP e SHP, aliquotas de 100puL eram plaqueadas em XLD
(35°C por 24h) e PCA (7°C por 10 dias), para realizar separadamente as contagens
de Salmonella sp. e psicrotréficos (apéndice 4). Os resultados foram expressos em
logUFC/g (apéndice 5).

5.2.5 Microscopia Eletronica e Histologia

No intuito de verificar possiveis alteracdes morfolégicas causadas pelos indculos
no tecido muscular estriado esquelético foram realizados cortes histoldégicos das
amostras para verificacdo em microscopia eletronica de varredura (MEV) e em
microscopia otica simples.

Com intuito ilustrativo, os segmentos de blocos dos tratamentos SH, SHP e SE
foram submetidos a MEV no Centro de Microscopia Eletrdnica, na Universidade Federal
do Parana - Curitiba. As amostras foram fixadas em fixador de Karnovisky -
paraformaldeido 2% e glutaraldeido 2,5% em tampéo cacodilato 0,1M, pH 7.2 a 4°C -
(Karnovsky, 1965). O material foi desidratado em série alcodlica crescente de alcool PA,
sendo que o ponto critico foi obtido em Bal-Tec CPD — 030 com géas carbdnico. Em
seguida, o material foi metalizado em ouro no aparelho Balzers SCD — 030. As analises
e a documentacdo do material foram feitas no microscopio eletrbnico de varredura
JEOL-JSM 6360 LV.

Os cortes histolégicos para microscopia Otica simples foram realizados no
Laboratério de Patologia Veterinaria do Departamento de Ciéncias Veterinarias da
Universidade Federal do Parana — Palotina. Foram reproduzidos em blocos de peito de
frango, destinados as analises histoldgicas, os quatro tratamentos (SE, SH, SEP e
SHP), nas temperaturas de 2°C e 7°C por 48h e no congelamento (-30°C) por 168h.
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Além disso, para avaliar o impacto do processo de congelamento na estrutura
celular das fibras musculares estriadas esqueléticas também foram processadas duas
amostras de peito nao irradiado e nao inoculado, uma congelada e uma resfriada, logo
apos o abate.

As amostras foram depositadas em cacetes, fixadas em formol 10% por 48h e
desidratadas em bateria de alcool puro: 70%, 80%, 90%, absoluto | e absoluto Il, uma
hora em cada. Posterior a desidratacdo, as amostras foram clareadas em xilol (em duas
etapas), retiradas dos cacetes e incluidas com parafina, no formato de cubos. Esses
cubos foram cortados em laminas ultrafinas de parafina, com auxilio de um micrétomo,
fixados em laminas e laminulas de vidro por 24h em estufa e corados com eosina e
hematoxilina.

A captura de imagens e a avaliagdo das laminas em relagdo ao grau de
integridade tecidual foram realizadas em microscopio Optico, com aumento total de
400x. O grau de leséo tecidual foi caracterizado pelas lesbes no sarcolema das fibras
musculares estriadas esqueléticas. De forma sucinta, em cada campo observado
avaliou-se o percentual de rupturas na membrana plasméatica das células observadas.

Foram avaliados 8 campos para cada grupo experimental.

5.3. Andlises estatisticas

Os resultados obtidos das contagens microbianas de todos os tratamentos em
todas as repeticbes foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e comparacao
de médias pelo teste Student Newman Keuls (SNK) a 5% de probabilidade. O software
utilizado foi o Statistical Analysis Package (SAS).

Os resultados observados em relacdo ao grau de integridade tecidual, feito pela
leitura das laminas histolégicas, foram submetidos a ANOVA, seguida de teste Tukey. A
comparacao entre os controle resfriado e congelado foi feita pelo teste t. O software

utilizado para analise e foi o GraphPad Prims® 6 for Windows.
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5.4. Resultados e Discusséao

No presente trabalho, foi verificada a capacidade de migracdo de Salmonella
Enteritidis (SE) e Salmonella Heidelberg (SH) isoladamente e também em conjunto com
um “pool” de psicrotréficos proteoliticos (SEP e SHP) sob a influéncia dos tempos 6, 12,
24 e 48h, nas temperaturas de 2°C e 7°C, e do tempo 168h a -30°C. Optou-se trabalhar
com temperaturas de refrigeracdo por periodos curtos de tempo e temperatura
congelamento por um periodo de tempo mais longo com o intuito de simular condi¢cdes
de estocagem cotidianas de domicilios e supermercados. Nao foram testadas
temperaturas de abuso, pois esses dados ja haviam sido obtidos em trabalho anterior
(Wessling, 2014).

Para todo o conjunto de dados, foi avaliada a influéncia das variaveis testadas
isoladamente (tempo, temperatura, tratamento) e também todas as interacdes possiveis
entre elas (temperatura*tempo, temperatura*tratamento, tempo*tratamento,
tempo*temperatura*tratamento) para os segmentos A, B e C., ndo tendo ocorrido
diferenca estatistica nos segmento A e B (p > 0,05). Em decorréncia disso, as
comparagOes estatisticas expressas foram realizadas apenas com as médias das
contagens do segmento “C”, pois foi nesta por¢céo mais distante do ponto de inoculagao
gue se pode avaliar a “diferenca da migracao” entre as variaveis impostas. Além disso,
0 segmento B seria util apenas para blocos em que ndo fosse possivel contabilizar
Salmonella no C, no entanto em todas as amostras houve migracéo até o segmento C.
Na Figura 1, grafico A e gréfico B, pode-se verificar a migracdo de Salmonella sp. em
cada tratamento para as temperaturas de 2°C (A) e 7°C (B).

Os resultados revelam que Salmonella sp. teve éxito na migragao pelo tecido da
carne frango em todas variacdes de tempo-temperatura e tratamentos. Avaliando-se o
comportamento de migracdo dos diferentes tratamentos a 2 e a 7°C, na figura 1,
observa-se que SE a 2°C migrou de forma crescente até o tempo de 24h, tendo um
declinio no tempo de 48h. O mesmo néo ocorreu a 7°C, em que teve uma queda no
tempo de 12h e um grande aumento nas contagens em 24 e 48h. SE adicionada de

psicrotroficos proteoliticos (SEP), a 2°C teve comportamento de migracdo semelhante a
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Figura 1. Contagem de Salmonella (em Log UFC/g) do segmento C para cada um dos tratamentos, na temperatura de 2°C (A) e 7°C (B) em
funcdo do tempo de armazenamento.
Legenda: ’ - SE (S. Enteritidis); B - SEP (S. Enteritidis com psicrotréficos); A - sH (S. Heidelberg); X — SHP (S. Heidelberg com psicrotroficos)
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SE, porém a média das contagens foi menor em todos os pontos do grafico. Jaa 7°C, a
curva formada por SEP foi diferente da curva de SE, especialmente no tempo de 12h,
anico ponto em que a contagem de SEP foi superior a de SE.

Na temperatura de 2°C, SH inicia a curva (6h) com uma média de
aproximadamente 7LogUFC/g, sofre um leve declinio em 12h e um grande pico em
24h, com aproximadamente de 7,9LogUFC/g, seguido de uma queda para
7,5LogUFC/g. Uma curva diferente foi observada a 7°C, que teve a menor média de
contagens em 6h, de aproximadamente 6,1LogUFC/g, subindo para 7,6LogUFC/g no
tempo 12h e 7,8LogUFC/g no tempo 24h, decaindo novamente para 6,1LogUFC/g apos
48h. A curva de SHP a 2°C foi crescente até 12h, decaindo em 24 e 48h, o mesmo
comportamento pode ser visualizado a 7°C. é interessante salientar que 0s pontos de
SHP nos graficos ndo foram necessariamente menores do que os pontos de SH,
relacdo que pode ser observada entre SEP e SE. Na tabela 3, posteriormente, pode-se
visualizar que a maior taxa de migracéo foi alcancada com o tempo de 24h e que SEP
migrou significativamente menos que os demais tratamentos.

Wessling (2014), em trabalho semelhante a esse, com inéculo de 10°UFC/g de
Salmonella, demonstrou a capacidade de migracdo do patégeno em fragmentos de
peito de frango armazenados a 2, 7 e 12°C. Gill e Penney (1977), Thomas et al (1987) e
Warson et al (2008), também demonstraram que bactérias tém capacidade de penetrar
para o interior da carne. Dentre os fatores que possibilitam a penetracdo de Salmonella
sp. na carne, a producdo de enzimas proteoliticas é primordial, segundo Gill e Penney
(1977). A penetracdo bacteriana ocorre devido a degradacdo do endomisio, uma
estrutura delicada e menos densa que as proteinas das fibras musculares, que é
degradada rapidamente pelas proteases (GILL e PENNEY, 1977). Em contrapartida,
Thomas, et al (1987), concluiu que o fator fundamental para que ocorra penetragcao
bacteriana é a motilidade, ou seja, apenas bactérias méveis sdo capazes de penetrar
na carne. Em 2015, Bosse et al estudou a taxa de migracéo e a distribuicdo espacial de
particulas coloidais, que simularam bactérias iméveis, com e sem enzimas proteoliticas
em carne de porco. Os resultados mostraram que a adicdo de enzimas proteoliticas

acelerou a migracao das particulas na carne, no entanto nao foi essencial para que a
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mesma ocorresse. Portanto, pode-se concluir que nem a atividade proteolitica nem a
motilidade séo fatores essenciais para penetracdo bacteriana na carne.

Contudo, além da motilidade e das propriedades proteoliticas, a penetragédo
também depende de fatores intrinsecos e extrinsecos, como: atividade de &gua,
temperatura, pH, presséo, a orientacdo das fibras e atmosfera. Estudo realizado por
Gill, et al (1984) comparou as alteragOes estruturais da carne que podem interferir na
penetracdo de bactérias, os fatores avaliados foram: diferencas estruturais da carne no
pré-rigor e no poés-rigor, frente a solugdes fixadoras hipo, iso e hipertdnicas. A pressao
osmotica da solucéo fixadora teve um efeito pronunciado na estrutura do musculo no
pré-rigor, sendo que as fibras musculares em solug&o hipertonica tiveram seu diametro
radial reduzido, em solucédo hipotdnica ocorreu o oposto, as fibras tiveram seu diametro
radial aumentado. Em contraste, no pos-rigor, as fibras ndo foram afetadas pelas
pressdes osmoticas das solucdes fixadoras, devido a interrupcdo dos elementos da
membrana plasmética. O aumento da osmalaridade do musculo no pdés-rigor, em que
h& grande quantidade de &cido latico, provoca o encolhimento das fibras musculares.
Esse encolhimento provoca lacunas nos elementos contrateis das células, ocorrendo
liberacdo de proteinas sarcoplasméticas e queda do pH, fator que reduz a resisténcia
do musculo frente a invasdo bacteriana (GILL et al, 1984).

O trabalho realizado por Warson et al (2008), avaliou a interferéncia do vacuo na
migracdo bacteriana em carne marinada (solugdo salina usada para melhorar as
caracteristicas sensoriais da carne) de peito de peru. A penetracdo direcional de
Salmonella sp., em 3 cm, em condi¢cdes atmosféricas leva 20h, enquanto que a vacuo
leva 20 minutos. Além da interferéncia do vacuo, a marinada também pode ter
interferido na penetracdo bacteriana. Uma explicacdo plausivel € que os pirofosfatos
presentes na marinada atuam como dissociadores de actina e miosina no musculo,
facilitando a entrada da Salmonella sp. O acumulo de solu¢do aquosa entre as fibras
pode facilitar a penetracdo devido a osmolaridade, isso torna o processo de marinagao
fator facilitador para penetracdo bacteriana na carne. Além disso, um numero
significativo de salmonela pode migrar no musculo intacto, com ou sem auxilio do

vacuo. O congelamento também interfere na penetracdo, devido a formacgéo de cristais
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de gelo e rompimento das células por ruptura em diversas regides do sarcolema da
fibora (WARSON, 2008).

Na Tabela 2 pode-se observar o conjunto de dados correspondente as
temperaturas de 2°C e 7°C para cada tempo de estocagem, com excecdo das amostras
congeladas, o qual foi submetido a comparacédo de médias para deteccao de diferenca
estatistica originada pelas variaveis isoladas tempo de incubacdo, temperatura de
estocagem e tratamento e também por suas interacbes (temperatura*tempo,
temperatura*tratamento, tempo*tratamento, tempo*temperatura*tratamento).

N&o houve diferenca estatistica ao se comparar as médias obtidas entre as
temperaturas em nenhuma das situacdes (p>0,05) e, desse modo, para as outras
comparacOes estes resultados foram “agrupados”. Verificou-se que houve variacao
estatistica para as variaveis isoladas “tempo” e “tratamento” (p<0,05), porém ndo houve

diferenca significativa entre nenhuma das interac¢des (p>0,05).

Tabela 2. Média das contagens, em LogUFC/g, do segmento C, nas temperaturas de
2°C e 7°C, em funcao do tempo e do tratamento.

Tempo
Tratamento * 6h 12h 24h 48h Média
SE 7,17 7,06 7,61 7,38 7,30"
SEP 6,66 6,77 7,05 6,91 6,85°
SH 6,54 7.26 7.85 6,77 7,10%
SHP 7,30 7,62 6,93 6,75 7,154
Média 6,92° 7,18%° 7,362 6,95"

Letras mindsculas comparam a média geral dos resultados entre os tempos de incubacgédo; letras
mailsculas comparam a média geral entre os tratamentos.

! Tratamento: SE — Salmonella Enteritidis; SEP — Salmonella Enteritidis com psicrotréficos; SH —
Salmonella Heidelberg; SHP — Salmonella Heidelberg com psicrotroficos.

Com relacdo ao tempo de incubacgao, é possivel avaliar pelos dados obtidos que
Salmonella sp. migrou progressivamente até 24 horas, momento em que atingiu a maior
contagem no segmento C. Com 48h a quantidade de Salmonella sp. no segmento C
decaiu significativamente com relagcéo a 24h, o que indicou morte celular entre 24 e 48h

por possivel esgotamento do substrato nutritivo dos blocos de peito de frango . Gill e
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Penney em 1977 demonstraram que S. Typhimurium, com densidade celular de
10’/cm?, ndo foi capaz de penetrar na carne em temperaturas de 5°C e 10°C por 14
dias. A 20°C a penetragao ocorreu em 40 horas e a 37°C em 16 horas. No presente
trabalho, apds seis horas de armazenamento, as bactérias ja haviam migrado até o
segmento mais interno, mesmo sendo armazenadas em temperaturas de refrigeracdo
(2°C e 7°C). Wessling (2014), ao inocular S. Enteritidis (10°UFC/g) em carne de frango
e armazena-la a 2, 7 e 12°C verificou que a temperatura foi um fator importante para
eficiéncia da penetracdo bacteriana, sendo que o aumento da temperatura refletiu no
aumento da migracdo. Isso ndo foi observado no trabalho atual ao compararmos as
temperaturas 2°C e 7°C, ja que ndo houve diferenca estatistica entre eles conforme ja
relatado.

Em relacdo aos tratamentos SE, SH e SHP foram iguais entre si, porém tiveram
contagens significativamente maiores que o tratamento SEP. Esses resultados indicam
gue as bactérias psicrotroficas inibiram a penetracdo de S. Enteritidis, porém o mesmo
nao ocorreu com S. Heidelberg, que obteve o0 mesmo grau de migracao na presenca ou
auséncia de psicrotroficos. Esperava-se que os psicrotroficos proteoliticos tivessem um
efeito para facilitar a migracdo de Salmonella sp., devido a possivel degradacédo das
estruturas do tecido muscular. No entanto essas bactérias exerceram um efeito
negativo sobre S. Enteritidis e nado interferiram sobre S. Heidelberg. A inibicdo do
sorovar Enteritidis pode ter ocorrido devido a competicdo microbiana.

A avaliagdo de possiveis alteracdes morfolégicas teciduais dos blocos de carne
de frango provocados pelos psicrotréficos proteoliticos (SEP e SHP) demonstrou que
nas temperaturas de 2°C e 7°C o tecido tinha uma porcentagem maior de lesdes na
presenca de psicrotroficos proteoliticos. Em contrapartida, na temperatura de -30°C néo
foi demonstrada diferenca na porcentagem de lesbes teciduais entre os tratamentos
(figura 2), possivelmente devido a reducdo do metabolismo bacteriano que cessa a
producéao de proteases (LEHNINGER et al, 2002).
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Figura 2. Comparacdo entre as porcentagens de ruptura do sarcolema entre os

tratamentos SE, SH, SEP e SHP nas temperaturas de -30°C, 2°C e 7°C.
Legenda: SE — Salmonella Enteritidis; SEP — Salmonella Enteritidis com psicrotréficos; SH — Salmonella
Heidelberg; SHP — Salmonella Heidelberg com psicrotréficos.

Na figura 3, a seguir, é possivel visualizar a maior porcentagem de lesbes nas
fibras em blocos de peito de frango dos tratamentos SEP e SHP quando comparados

aos tratamentos SE e SH, na temperatura de 2°C e 7°C.
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Figura 3 — LesBes nas fibras musculares estriadas esqueléticas dos blocos de peito de
frango dos tratamentos SE e SEP a 2°C e dos tratamentos SH e SHP a 7°C.

Obs. As flechas indicam as areas de ruptura do sarcolema das fibras.

Legenda: SE — Salmonella Enteritidis; SEP — Salmonella Enteritidis com psicrotréficos; SH — Salmonella
Heidelberg; SHP — Salmonella Heidelberg com psicrotroficos.

Para avaliar a interferéncia do congelamento na migracdo de Salmonella sp. para
o interior da carne de frango vinculou-se o tempo a temperatura e comparou-se as
médias das contagens obtidas nos segmentos C dos seguintes binémios: 2°C/6h,
2°C/12h, 2°C/24h, 2°C/48h, 7°C/6h, 7°C/12h, 7°C/24h, 7°C/48h, -30°C/168h. Os
binbmios nao diferiram estatisticamente entre si (tabela 3).

Esperava-se, através da fixacdo dos bindbmios de tempo-temperatura, encontrar
uma condicdo de armazenamento mais adequada, que promovesse a inibicdo da
penetracdo de Salmonella na carne de frango. Contudo, ndo foram observadas

diferencas na penetragdo bacteriana em funcdo do congelamento, apesar da possivel
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paralisacdo dos processos bacterianos metabdlicos de Salmonella sp. em temperaturas

baixas.

Tabela 3: Comparacédo das médias (em log) dos binbmios de tempo-temperatura pelo
teste de Tukey (p<0,05) no segmento C, para cada um dos tratamentos, de forma
isolada.

Binbmio Tratamento

SE SEP SH SHP

2°C/6h 7.089 6.698 6.988 7.302
2°C/12h 7.36 6.679 6.896 7.502
2°C/24h 7.700 7.156 7.941 7.320
2°C/48h 7.200 6.949 7.478 6.996
7°C/6h 7.252 6.623 6.104 7.304
7°C/12h 6.765 6.868 7.630 7.756
7°C/24h 7.533 6.959 7.773 6.555
7°C/48h 7.565 6.889 6.066 6.511
-30C/168h 7.339 6.587 7.140 6.837

Legenda: SE — Salmonella Enteritidis; SEP — Salmonella Enteritidis com psicrotréficos; SH — Salmonella
Heidelberg; SHP — Salmonella Heidelberg com psicrotréficos.

Elmossalami e Wassef, em 1971, ao descrever sobre a taxa de penetracédo de
algumas bactérias, dentre elas Salmonella Enteritidis e Pseudomonas aeruginosa,
demonstrou que a temperatura interfere na migracéo de bactérias, sendo que a 30°C S.
Enteritidis foi capaz de penetrar 5 cm para o interior da carne num periodo de 12 horas
e 15cm num periodo de 36 horas. A 7°C e a -10°C a migracédo foi mais lenta, 3 cm em
12h e 10 cm em 36h. E importante salientar que apesar de existir uma grande lacuna
entre as temperaturas de 7°C (refrigeracédo) e -10°C (congelamento), a migracéao de S.
Enteritidis foi igual nas duas situacfes. Esses dados estdo em consonancia com o
trabalho atual, em que ndo foram encontradas diferencas significativas para penetracéo
de Salmonella sp. entre as temperaturas 2°C, 7°C e -30°C.

As analises histologicas por microscopia Otica simples evidenciaram lesdo na
estrutura celular das fibras musculares estriadas esqueléticas devido ao congelamento
das amostras, observando-se diversos pontos de ruptura do sarcolema, principalmente

no sentido transversal da fibra. Comparando-se amostras que foram previamente
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congeladas com amostras que ndo passaram pelo processo de congelamento é
possivel verificar que o tecido que passou pelo processo de congelamento tem uma
porcentagem de lesdes significativamente maior que as amostras que nao sofreram

essa agresséo (figura 4).
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Figura 4. Comparacao entre as porcentagens de ruptura do sarcolema entre o controle
resfriado e controle congelado.

Além disso, as imagens dos cortes histolégicos evidenciaram que o tecido das
amostras congeladas estava bastante lesionado, fator que pode ter contribuido para
eficiéncia da penetracdo, mesmo com reducéo do metabolismo microbiano, que nao foi
cessado completamente. Isso demonstra que a carne de frango possui uma estrutura
pouco resistente a penetracao bacteriana e que a degradacédo estrutural da carne, seja
por fragmentacdo ou congelamento, torna-a ainda mais susceptivel a proliferagdo
microbiana (NORIEGA et al, 2010). A figura 5, a seguir, compara o tecido esquelético
de peito de frango logo apdés o abate e de um dos peitos de frango utilizados no

trabalho.
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Figura 5 — Comparacao entre cortes histologicos de peito de frango apos o abate e

peito de frango irradiado e congelado.
Legenda: A — fragmento de peito de frango apés o abate. B - fragmento de peito de frango congelado e
irradiado.

E importante salientar que as lesées de congelamento foram visualizadas em
todos 0s grupos experimentais, pois, no presente trabalho, a carne de frango foi
fragmentada para amostragem em blocos, além de ter sido adquirida congelada, ambos
os fatores podem justificar a intensa migracdo bacteriana em curtos periodos de tempo
mesmo em condi¢cdes estressantes para as bactérias, como baixas temperaturas e
competicdo microbiana. Ressalta-se que apesar da eficiéncia de migracdo de
Salmonella sp. para o segmento C apenas uma porcentagem das bactérias conseguiu
migrar. A tabela 4 exibe a porcentagem de migracdo de Salmonella sp. para o
segmento C, com base no inoculo inicial.

Os dados encontrados corroboram com Luber (2009), o qual teve como que
mesmo em pequenas quantidades, as bactérias sao capazes de penetrar para o interior
da carne, locais conhecidos como “cold-points” que, na ocorréncia de um tratamento
térmico mais brando podem proporcionar um sub-processamento permitindo a
sobrevivéncia de Salmonella. Além disso, Roccato et al (2015) ao realizar diferentes
tratamentos térmicos, semelhantes aos realizados em cozinhas domiciliares, em
produtos a base de carne de aves (linguicas, hambuargueres, etc.) contaminados
artificialmente com Salmonella Typhimurium, concluiram que o preparo inadequado dos

produtos mantem células viaveis da bactéria em seu interior e que o critério mais
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utilizado em domicilios, o de observacdo visual, € inadequado devido a sua

subjetividade.

Tabela 4 — Porcentagem de migracdo no segmento C, em relagdo ao indculo inicial,

para cada tempo e temperatura dos quatro tratamentos (SE, SH, SEP, SHP).

Temperatura Tempo Tratamento
SE | SEP | SsH | sHP
% % % %
6h 9,47% 3,73% 4,47% 10,41%
e 12h 17,81% 4,18% 4,52% 15,73%
24h 29,04% 8,31% 29,40% 11,94%
48h 6,79% 4,77% 19,89% 6,86%
6h 9,91% 2,50% 0,41% 13,17%
7oC 12h 2,49% 3,49% 31,10% 20,49%
24h 12,28% 10,74% 27,22% 4,97%
48h 35,81% 6,24% 0,71% 6,18%
-30°C 168h 22,89% 6,94% 12,85% 12,37%
Média Geral - 16,28% 5,66% 14,51% 11,35%

Legenda: SE — Salmonella Enteritidis; SEP — Salmonella Enteritidis com psicrotréficos; SH — Salmonella

Heidelberg; SHP — Salmonella Heidelberg com psicrotréficos.

Algumas amostras foram submetidas a MEV para visualizagdo das células de

Salmonella sp. no tecido da carne de frango (figura 6). As imagens 1, 2 e 3 séo

referentes as amostras inoculadas com S. Heidelberg, armazenadas a 7°C por 48

horas. Foi possivel visualizar as células bacterianas nos segmentos A e C. Ja as

imagens 4, 5 e 6 dizem respeito a amostras armazenadas por 48 horas a 7°C e

inoculadas com S. Heidelberg e psicrotréficos; as ceélulas bacterianas podem ser

visualizadas nos trés segmentos. Por ultimo, 7, 8 e 9 sdo imagens referentes as

amostras de inoculadas com S. Enteritidis (7°C por 24 horas), que pode ser visualizada

apenas no segmento A.
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Figura 6. Eletromicrografias dos segmentos A, B e C de amostras dos tratamentos S.

Heidelberg, S. Heidelberg com psicrotroficos e S. Enteritidis.

Legenda: SH-A. Segmento A do tratamento Salmonella Heidelberg. SH-B. Segmento B do tratamento
Salmonella Heidelberg. SH-C. Segmento C do tratamento Salmonella Heidelberg. SHP-A. Segmento A
do tratamento Salmonella Heidelberg + psicrotréficos. SHP-B. Segmento B do tratamento Salmonella
Heidelberg + psicrotréficos. SHP-C. Segmento C do tratamento Salmonella Heidelberg + psicrotréficos.
As células bacterianas podem ser visualizadas mais facilmente na direcao das setas brancas.
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5.5 Conclusodes

Conclui-se que, nas condi¢cdes impostas, Salmonella sp. foi capaz de migrar para
o interior da carne de frango em apenas 6 horas, tendo seu pico de migracdo em 24h,
sob refrigeracdo, ndo tendo ocorrido diferenca na penetragcdo de Salmonella sp. em
funcdo das temperaturas avaliadas nesse trabalho. O congelamento da carne néo
impediu a migracao bacteriana, apesar da reducdo metabdlica provocada pela baixa
temperatura.

A presenca de psicrotroficos proteoliticos, que simulou a microbiota deterioradora
natural da carne, ndo auxiliou na migracdo de Salmonella sp. ao tecido, pelo contrério,
foi observado um efeito inibitério na migracdo do sorovar S. Enteritidis. Apesar disso, na
avaliacdo histoldgica, as amostras expostas aos tratamentos com adicdo de bactérias
proteoliticas tiveram uma porcentagem maior de lesdes nas fibras, sugerindo que,
apesar do efeito benéfico de producéo de proteases que rompem o tecido e facilitam a
passagem de Salmonella sp, o efeito negativo, de competicdo bacteriana, é
sobressalente.

A susceptibilidade da estrutura da carne de frango a invasdo bacteriana e a
capacidade de migracdo de Salmonella sp. chamam a atencéo para o risco de consumo
de carne subprocessada termicamente. Dessa forma, conhecendo-se a dificuldade de
eliminacdo de Salmonella sp. da cadeia produtiva avicola, € de vital importancia a
realizacdo de campanhas de educacao sanitaria para reducdo de surtos decorrentes

desse patogeno.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Salmonella sp. foi isolada de peitos de frango com pele e com 0sso tanto nos
segmentos superficiais, como no interior da carne. No estudo realizado no capitulo “1”,
0s agentes deterioradores ndo demonstraram ter influéncia sobre a penetracdo de
Salmonella sp, em contrapartida, a competicAo microbiana parece ter inibido o
desenvolvimento do patégeno.

O experimento realizado no capitulo “2” demonstrou que bastam poucas horas
para que a migracdo de Salmonella Enteritidis e Salmonella Heidelberg aconteca,
mesmo em temperaturas de refrigeracdo. Assim como no estudo realizado no capitulo
1, a presenca de psicrotroficos proteoliticos ndo facilitou a invasado de Salmonella sp. ao
tecido, pelo contrario, provocou efeito inibitério na migracdo do sorovar S. Enteritidis,
apesar de provocar maior grau de lesdes nas fibras da carne.

A susceptibilidade da estrutura da carne de frango a invasdo bacteriana e a
capacidade de migracao de Salmonella sp. chamam a atencéo para o risco do consumo
de carne de frango subprocessada termicamente. Dessa forma, conhecendo-se a
dificuldade de eliminacdo de Salmonella sp. da cadeia putiva avicola, € de vital
importancia a realizacdo de campanhas de educagéo sanitéria para reducéo de surtos

decorrentes desse patogeno.



APENDICES

APENDICE 1 — ESQUEMA EXPLICATIVO DO INOCULO DE SALMONELLA sp.

3 mL de caldo BHI
(37°C por 24h)

Salmonellasp.em agar
COnsenvacio

Estria de isolamento em XLD
(37°C par 24h)

e

100 mL de BHI

Inoculacdo de 01 mL de BHI na
amostra
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APENDICE 2 - ESQUEMA EXPLICATIVO INOCULO DE PSICROTROFICOS
PROTEOLITICOS

3 mL de caldo BHI
{30°C por 24h)

Estria de isolamento em PCA
(30°C por 24h)

“Pool” das sete cepas em 100mL
de BHI
(30°C por 24h)

Inoculacéo de 01,mL de BHI na
amostra
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APENDICE 3 — ESQUEMA ILUSTRATIVO DO PREPARO E INOCULACAO DAS
AMOSTRAS




APENDICE 4 -
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ESQUEMA EXPLICATIVO DA DIVISAO, DILUICAO E
PLAQUEAMENTO DAS AMOSTRAS

Divisdo das amostras

Pesagem e adicdo de APT

Plagueamento superficial

TSA
(35°C/24h)

PCA
(7°C10d)




APENDICE 5 — TABELA DO CONJUNTO DE DADOS BRUTOS
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TRATAMENTO TEMPERATURA REPETICAO TEMPO SEGMENTO CONTAGEM
Se 2 1 6 a 8,633468
Se 2 2 6 a 7,96378783
Se 2 3 6 a 7,25527251
Se 2 4 6 a 8,50514998
Se 2 5 6 a 8,41497335
Se 2 6 6 a 7,90308999
Se 2 1 6 b 7,88081359
Se 2 2 6 b 7,36172784
Se 2 3 6 b 7,53275438
Se 2 4 6 b 7,98677173
Se 2 5 6 b 6,04139269
Se 2 6 6 b 7,39794001
Se 2 1 6 o 7,14612804
Se 2 2 6 o 6,32633586
Se 2 3 6 o 7,87506126
Se 2 4 6 o 7,78532984
Se 2 5 6 o 5,77815125
Se 2 6 6 o 7,62324929
Se 2 1 12 a 8,431364
Se 2 2 12 a 8,04139269
Se 2 3 12 a 8,07918125
Se 2 4 12 a 8,23044892
Se 2 5 12 a 7,77815125
Se 2 6 12 a 8,11394335
Se 2 1 12 b 8,25527251
Se 2 2 12 b 7,49136169
Se 2 3 12 b 7,30103
Se 2 4 12 b 7,61278386
Se 2 5 12 b 7,07918125
Se 2 6 12 b 7,75587486
Se 2 1 12 o 7,54406804
Se 2 2 12 o 7,81954394
Se 2 3 12 o 7,80617997
Se 2 4 12 o 5,69897
Se 2 5 12 o 7,32221929
Se 2 6 12 o 7,98677173
Se 2 1 24 a 8,342423
Se 2 2 24 a 8,30103
Se 2 3 24 a 8
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ANEXOS

ANEXO 1 — CERTIFICADO DE DOSIMETRIA
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