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RESUMO

O salame pertence a um grupo de produtos considerados prontos para o
consumo. Estes produtos geralmente nao sofrem tratamento térmico prévio,
consequentemente sua qualidade higiénica € de extrema importancia para a
seguranga do ingestor. Considerando a grande producdo brasileira de salame
industrializado e a escassez de informagdes qualitativas deste alimento, o presente
trabalho objetivou verificar a qualidade de amostras de salame tipo italiano
proveniente de industrias inspecionadas pelo Servico de Inspecdo Federal
brasileiro. Foram analisadas 75 amostras de salame (inteiras, fatiadas na industria
e fatiadas no estabelecimento varejista) comercializadas em estabelecimentos
varejistas do municipio de Niterdi (RJ). As seguintes analises foram realizadas:
contagem de bactérias laticas, contagem e isolamento de Staphylococcus spp.
coagulase positiva, enumeragao de coliformes totais, enumeragdo de Escherichia
coli, isolamento e identificagdo de Salmonella spp., enumeracdo de Enterococcus
spp., determinacao da atividade de agua, sorologia para a estirpe isolada de E. coli
e teste de sensibilidade aos antimicrobianos para as estirpes de E. coli e
Staphylococcus spp. coagulase positiva isoladas das amostras. Constatou-se que
77,3% das amostras analisadas apresentavam-se impréprias para 0 consumo,
devido a presengca acima dos limites permitidos pela legislagdo vigente de
Staphylococcus spp. coagulase positiva (BRASIL, 2001).

Palavras chave: Atividade de agua. Bacteriologia. Salame.



ABSTRACT

Salami belongs to a class of products that are considered ready for
consumption. These products usually do not undergo prior heat treatment, thefore
their hygienic quality is extremely important to the security of the consumers.
Considering the production of italian salami in Brazil and the lack of qualitative
information about this kind of product, this study intended to verify the quality of
italian salami samples produced by industries inspectioned by the Brazilian federal
inspection service. 75 samples of salami (whole, sliced by meat industries and
sliced at the supermarket) commercialized in supermarkets in the city of Niterdi (RJ)
were studied. The following tests were performed: lactic bacteria, positive coagulase
Staphylococcus spp., total coliforms, Escherichia coli, Salmonella spp.,
Enterococcus spp., water activity, serology of a strain isolated of E. coli and
antimicrobial susceptibility test of the isolated strains of E. coli and positive
coagulase Staphylococcus spp. It was observed that 77.3% of the analyzed
samples were considered unsuitable for consumption because of the presence of
positive coagulase Staphylococcus spp. above official acceptable limits (BRASIL,
2001).

Keywords: Water activity. Bacteriology. Salami
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1 INTRODUCAO

A producgao de salames no Brasil compde uma fatia significativa do mercado
de produtos carneos. Nas informacgbes divulgadas pela Associacdo Brasileira da
Industria Produtora e Exportadora de Carne Suina (ABIPECS) constam que 36,44
milhdes de cabecas de suinos foram abatidas no ano de 2006: um aumento de 2,34
milhdes em relagdo ao ano anterior (ABIPECS, 2007b). Segundo o “ranking” da
ABIPECS, as trés maiores empresas em abate de suinos no pais abateram juntas
10.307.484 cabecas de suinos no ano de 2006 (ABIPECS, 2007a).

De acordo com informag¢des da segunda maior empresa brasileira em abate
de suinos, que possui trés marcas de salame no mercado brasileiro, 99% da
producao anual de salames (6000 toneladas) é direcionada ao mercado interno. O
grande volume (85%) é de salame tipo italiano (TONIAL, 2007).

Nos ultimos anos, houve uma tendéncia de mudanca no habito alimentar dos
consumidores, que tornaram-se mais exigentes com relagdo a sua alimentagao,
preocupando-se com a praticidade e a qualidade, buscando alimentos saudaveis,
indcuos e livres de contaminagao microbioldgica, quimica ou fisica.

As empresas responsaveis pela producdo de alimentos, por sua vez, vem
realizando grandes investimentos em treinamentos, equipamentos e programas de
qualidade, seguindo as exigéncias dos mercados interno e externo e das novas
legislagdes que visam garantir a seguranga dos alimentos.

Os produtos carneos sao bastante suscetiveis a contaminacédo por diversos
micro-organismos e frequentemente estdo envolvidos na veiculagdo de patégenos
causadores de doengas de origem alimentar.

A utilizacdo de produtos prontos para o consumo tem aumentado nos ultimos

anos, particularmente dos produtos carneos, como o salame. Estes produtos podem



ser comercializados inteiros ou fatiados. Apds o fatiamento, o produto torna-se
suscetivel a alguns fatores que podem comprometé-lo nos aspectos de inocuidade,
como aumento da superficie de contato com o oxigénio, contato com a superficie do

cortador e maior manipulagéao.



OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar as condigdes higiénico-sanitarias de amostras de salame tipo
italiano inteiro, fatiado na industria e fatiado em estabelecimento de venda,
inspecionadas pelo Servico de Inspecado Federal (SIF), provenientes do comércio

varejista do municipio de Niterdi - RJ.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Contar bactérias laticas;

* Contar Staphylococcus spp. coagulase positiva;

* Enumerar coliformes totais;

* Enumerar Escherichia coli;

* Isolar e identificar Salmonella spp.;

* Enumerar Enterococcus spp.;

* Determinar a Atividade de agua (Aa);

* Verificar se o salame tipo italiano comercializado esta dentro dos padrdes
exigidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) contidos na
Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 12, de 02 de janeiro de 2001 (BRASIL,
2001);

* Realizar o teste de sensibilidade antimicrobiana para as estirpes de
Staphylococcus spp. coagulase positiva e Escherichia coli isoladas.

* Verificar se existe associacdo entre a Aa e a microbiota analisada;



* Ponderar a existéncia de associacdo entre a quantidade de bactérias
laticas presentes e a presenca de Staphylococcus spp. coagulase positiva;

* Observar se o salame fatiado no estabelecimento varejista apresenta maior
contaminagdo de bactérias patogénicas, com relagdo ao inteiro e ao fatiado na

induUstria.



3 JUSTIFICATIVA

Dentro do contexto brasileiro de elevado numero de cabegas de suinos
abatidas anualmente e grande producdo de salame industrializado, sendo quase a
totalidade desta producéo destinada ao mercado interno, surgem preocupagdes com
a qualidade do produto, que é armazenado a temperatura ambiente e consumido
sem nenhuma preparagao prévia que venha diminuir e/ou eliminar os possiveis
patdgenos presentes.

O salame mais produzido e consumido no pais € do tipo italiano e seu
consumo inclui pegas inteiras de 200 g e produto fatiado pronto para consumo, em
cartelas de 100 g. Em alguns estabelecimentos varejistas, o salame inteiro pode ser
fatiado no momento da compra na quantidade desejada pelo consumidor, o que
pode ocasionar a invasao bioldgica bacteriana.

No Brasil, existem poucas pesquisas relacionadas a qualidade bacteriologica
de salames. A maioria destas foi realizada nos estados de Santa Catarina e Rio
Grande do Sul, utilizando o salame tipo colonial que € produzido artesanalmente ou
por industrias regionais, nao refletindo as condi¢gdes da industria de salames no pais.
Pesquisas utilizando salames industrializados de marcas de abrangéncia nacional
com pecas inteiras ou produtos fatiados sdo escassas, sendo que, em algumas

dessas, apenas a presenca de Listeria monocytogenes foi determinada.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 ALIMENTOS EMBUTIDOS FERMENTADOS

Carne e produtos carneos sao essenciais para a dieta humana, podendo ser
considerados alimentos funcionais na medida em que contem numerosos compostos
essenciais para a dieta (BERNARDI; OETTERER; CASTILLO, 2008).

A carne possui grande valor nutricional, comercial e social, porém apresenta
um limitado prazo de vida util. Visando sua preservagao, foram desenvolvidos
procedimentos como a secagem, a salga e a fermentagdo (COELHO et al., 2001;
TERRA,1998; VIOTT; STOLBERG; PELLISER, 2006).

A industrializacdo da carne consiste na sua transformacdo em produtos
carneos, sendo que as carnes provenientes de bovinos, suinos e aves sao
preferencialmente utilizadas pelas industrias como matéria prima (TERRA, 1998).
Dentre os objetivos deste processamento tecnoldgico ressaltam-se: o aumento do
prazo de vida comercial do produto, o desenvolvimento de diferentes sabores e a
utilizacao de partes do animal de dificil comercializagdo quando no estado “in natura”
(BAU, 2007; TERRA, 1998).

Jardim e Toso (2008) relataram que os primeiros embutidos surgiram cerca
de 3000 anos antes de Cristo e eram elaborados a partir de carnes de pequenos
ruminantes, conservadas dentro da tripa do animal, defumadas e secas ao sol. O
método servia para preservar carnes que nao poderiam ser consumidas
imediatamente. Apds estarem bem estabelecidos no paladar mundial, os embutidos
comecaram a se diversificar na medida em que novos ingredientes e temperos

chegavam aos paises e culturas nos quais eram consumidos. Lentamente, receitas



tradicionais, como o salame italiano e o “chorizo” espanhol, foram criadas e se
popularizaram em cada regiao.

A producgédo de alimentos fermentados € uma das mais antigas formas de
tecnologia de processamento de alimentos conhecida pela humanidade. Estes
alimentos formam uma classe independente de géneros alimenticios, com grande
aceitacado pelos consumidores, por apresentarem caracteristicas de sabor, aroma e
textura muito apreciados (CAPLICE; FITZGERALD, 1999).

Os produtos carneos fermentados sao considerados como resultado da
selecdo de uma microbiota diferente daquela presente na carne “in natura’,
mediante adicdo de sais e desenvolvimento do processo de cura. As atividades
lipoliticas e proteoliticas destes micro-organismos selecionados conferem aos
produtos caracteristicas sensoriais peculiares (PEARSON; TAUBER, 1984" apud
PEREIRA, 2006).

No Brasil, a fabricacdo de embutidos crus fermentados iniciou-se com a
colonizagéo de imigrantes italianos e alemaes, principalmente na regido sul do pais,
onde os imigrantes encontraram condi¢des favoraveis e iniciaram a produgéo
caseira que, com o passar do tempo, originou as pequenas fabricas (CASTRO;
LUCHESE; MARTINS, 2000; OLIVEIRA, 1999; TERRA; FRIES; TERRA, 2004).

Na regido sul, a industrializagdo de embutidos crus fermentados constitui um
importante segmento da industria de derivados carneos (CASTRO; LUCHESE;
MARTINS, 2000).

4.2 CARNE SUINA

A carne suina € a mais produzida e consumida no mundo, respondendo por
cerca de 50% do consumo global de carnes. Diferente dos demais paises nos quais
predomina o consumo da carne suina “in natura”, no Brasil, 70% da produgéo é
consumida na forma de embutidos ou produtos industrializados. Este padrao ocorre
devido a forte concorréncia que a carne suina enfrenta com a carne de frango, que
possui custo menor e ainda se beneficia do atributo de carne mais saudavel
(SILVEIRA; TALAMINI, 2007).

" PEARSON, A. M.; TAUBER, F. W. Curing. In: PEARSON, A. M.; TAUBER, F. W. Processed meats.
22 ed. Westport: AVI Publishing Company, 1984, cap. 3, p. 46-68.



Silva (2005) relata que os pontos fracos da carne suina sdo muito marcantes,
constituindo uma restricdo ao produto. O conceito errébneo que o consumidor tem em
relacdo a carne suina deve-se ao desconhecimento quanto aos intensos trabalhos
de melhoria nas areas de genética, nutrigdo, manejo e sanidade, que foram
efetuados pelos criadores ao longo dos ultimos 30 anos.

Novello, Freitas e Quintiliano (2006) relataram que o mito de que a carne
suina € menos saudavel & ocasionado pela divergéncia de valores de lipidios e
colesterol nas tabelas de composicdo quimica de alimentos de carne de suinos,
bovinos e frangos. Esta divergéncia provoca implicagdes relativas a ingestao,
gerando inclusive confusdes entre profissionais na area de saude.

Segundo Silva (2005), o mercado como um todo ainda n&o recebeu
informacdes suficientes para assimilar o fato que o nivel de colesterol da carne suina
€ igual ou até menor que o de outras carnes, além de ser uma importante fonte de
proteinas e vitaminas do complexo B.

Faria, Ferreira e Garcia (2006) avaliaram o comportamento do mercado
consumidor de carne suina e seus derivados em Belo Horizonte e relataram que
17% dos entrevistados consumiam produtos derivados de carne suina diariamente,
29,2% consumiam duas a trés vezes por semana e 24,2% consumiam uma vez por
semana. Os consumidores entrevistados citaram como principais aspectos positivos,

com relagéo aos derivados de carne suina o sabor e a facilidade de preparo.

4.3 PRODUTOS DE SALAMARIA

Uma grande variedade de produtos fermentados é produzida em muitas
partes do mundo (MARCHESINI et al.,1992). A produgdo e o consumo per capita de
salames fermentados sdo mais elevados em paises como Alemanha, Espanha,
Franga e Italia, entretanto em paises que nédo possuem tradicionalmente o habito de
producao e consumo, como Australia, Brasil, Estados Unidos da América, Gra
Bretanha e Japado, estes produtos tem se tornado cada vez mais populares
(FERNANDEZ et al., 2000).

Segundo dados da Pesquisa Industrial Anual realizada pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2000, os produtos de salamaria

(salame, mortadela, presunto, paté e salsicha) encontraram-se na 98° posicéo entre



os 100 maiores produtos e/ou servigcos industriais brasileiros, com uma producéo
anual de 698.411.283Kg (IBGE, 2007).

Nos dados relacionados as vendas e ao volume comercializado dos produtos
carneos no varejo em 2006 no Brasil, o salame apresentou volume de 15.158
toneladas, com variagéo 2005/2006 de +11,7% (BOURROUL; PARMIGIANI, 2007).

4.3.1 Salame

Entende-se por salame, o produto carneo industrializado obtido de carne
suina ou suina e bovina, adicionado de toucinho, ingredientes, embutido em
envoltérios naturais e/ou artificiais, curado, fermentado, maturado, defumado ou n&o
e dessecado (BRASIL, 2000).

Na Instrugdo Normativa (IN) n° 22 de 31 de julho de 2000 (BRASIL, 2000),
foram aprovados os regulamentos técnicos de identidade e qualidade de oito tipos
de salame: salaminho, calabrés, friolano, napolitano, hamburgués, italiano, milano e
linguica colonial (popularmente conhecida como salame tipo colonial). A
diferenciagao entre os tipos de salame baseia-se na matéria prima (exclusivamente
carne suina ou jungéo de carnes suina e bovina), na granulometria da carne e do
toucinho (fina, média ou grossa), na condimentagdo e na aplicagdo (ou nao) de

defumacao.

4.3.1.1 Salame tipo italiano

Entende-se por salame tipo italiano, o produto carneo industrializado,
elaborado de carnes suinas ou suinas e bovinas, toucinho, adicionado de
ingredientes, moidos em granulometria média entre 6 e 9 mm, embutido em
envoltérios naturais ou artificiais, curado, defumado ou n&o, fermentado, maturado e
dessecado por tempo indicado pelo processo de fabricagdo (BRASIL, 2000).

O salame tipo italiano fabricado no Brasil € predominantemente obtido a partir
de carne suina, sua maturagao € de aproximadamente 30 dias, seu aroma e sabor
s&o suaves e seus valores de pH estdo em torno de 5,4 (TERRA, 1998; TERRA,;
FRIES; TERRA, 2004).



4.3.1.1.1 Composicao e requisitos

A composicdo e os requisitos encontrados em Brasil (2000) inerentes a
producao de salame tipo italiano estio listados abaixo:

- Ingredientes obrigatdrios: carne suina (minimo de 60%), toucinho, sal, nitrito
e/ou nitrato de sddio e/ou potassio.

- Ingredientes opcionais: carne bovina, leite em pd, agucares, maltodextrinas,
proteinas lacteas, aditivos intencionais, vinho, condimentos, aromas e especiarias e
substancias glaceantes (revestimento externo).

- Coadjuvantes de tecnologia: cultivos iniciadores.

- Caracteristicas sensoriais: textura, cor, sabor e odor caracteristicos.

- Caracteristicas fisico-quimicas: Aa (maximo de 0,90), umidade (maximo de
35,0%), gordura (maximo de 32,0%), proteina (minimo de 25,0%) e carboidratos

totais (maximo 4,0%).

4.4 PRODUCAO INDUSTRIAL DE SALAMES

A fabricagcdo de salames em escala industrial pode ser descrita de forma
simples, consistindo de duas etapas distintas: fermentacao e desidratacao (TERRA,
1998).

A fermentacao constitui a etapa inicial, sendo crucial no processo de cura
dos embutidos, pois € o estagio em que ocorre a maioria das transformagdes
fisicas, bioquimicas e microbiolégicas (FERNANDEZ et al., 2000; LIZASO;
CHASCO; BERIAIN, 1999; OLIVEIRA; MENDONCA, 2004; TERRA; FRIES;
TERRA, 2004). Estas modificagbes sao influenciadas pelas caracteristicas da
matéria prima e das condicdes do processo, e alteram as propriedades sensoriais
do produto final (aroma, cor e textura), assim como a conservagao e estabilidade do
produto (BACUS, 1984; LIZASO; CHASCO; BERIAIN, 1999). Os micro-organismos
que produzem as alteragcdes esperadas podem ser participantes da microbiota
natural do material a ser fermentado ou podem ser adicionados como culturas
“starter” (PELCZAR; REID; CHAN, 1980).

A desidratacdo € consequéncia principal da fermentagcdo com grande

producao de acido latico e refor¢a algumas propriedades sapidas (TERRA, 1998).



Durante o processamento do salame tipo italiano, ocorre consideravel perda
de peso e de umidade nas amostras. A perda de umidade, associada a presenca de
sais, ocasiona redugdo da Aa (GARCIA; GACLEAZZI; SOBRAL, 2000). Quanto
maior a queda do pH, maior a perda de agua, levando a menores valores de Aa
(NASSU; GONCALVES; BESERRA, 2002). A reducado da Aa somada a queda do pH
consiste em dois obstaculos que se formam durante a produgcdo e que sé&o
essenciais para conferir estabilidade aos embutidos fermentados (GARCIA;
GACLEAZZI; SOBRAL, 2000).

O armazenamento dos produtos fermentados pode ser feito a temperatura
ambiente, sem necessidade de refrigeracado, pois além da baixa Aa, o produto
possui elevada acidez (PEREIRA, 2006).

4.5 BACTERIAS DE INTERESSE NA PESQUISA

4.5.1 Microbiota de importancia tecnolégica

Na producédo comercial de alimentos fermentados, ha um esforgo constante,
por parte dos produtores, na obtengdo de um alto nivel de controle sobre o
processo produtivo, com consequente producdo de um alimento uniforme e de alta
qualidade (DEIBEL; WILSON; NIVEN JUNIOR, 1960).

A partir de 1961, culturas puras de microbiota util passaram a ser
disponibilizadas, possibilitando a obtencdo de salames com alta qualidade
reprodutivel nas diferentes partidas de fabricagdo (TERRA, 1998). O conhecimento
dos fatores que influenciam no desenvolvimento e nas transformagdes provocadas
por esses micro-organismos auxilia na melhoria da qualidade e na obtencédo de
novos produtos carneos fermentados (TERRA; FREITAS; CICHOSKI, 2007).

Estas culturas puras sao chamadas de cultivos iniciadores ou culturas
inoculo, ou “starter”, e sédo aplicadas para trazer beneficios como mudancgas
metabdlicas e sensoriais no alimento, geralmente acompanhadas de um efeito de
preservacgao (BIASI et al., 2007; CAPLICE; FITZGERALD, 1999; GRIS et al., 2002;
HOLZAPFEL; GEISEN; SCHILLINGER, 1995).

Para se obter um produto com qualidade, apresentando boas caracteristicas

em relagdo a cor, ao sabor e a garantia dos padrdes microbiologicos, € necessario



que as culturas “starter” sejam adicionadas, a fim de competir com os micro-
organismos presentes na carne (BIASI et al., 2007; LIZASO; CHASCO; BERIAIN,
1999; METAXOPOULOS et al.,1981; METAXOPOULOS; SAMELIS; PAPADELLI,
2001; MONTEL et al.,, 1996; NASSU; GONCALVES; BESERRA, 2002; TERRA,
1997; TOMPKIN; MCNAMARA; ACUFF, 2001). O uso de culturas “starter’ tém
propiciado as industrias, processos de fermentacdo e produtos mais uniformes,
seguros e confiaveis, com reducdo do tempo de fermentagao, obtendo-se produtos
com melhores caracteristicas sensoriais, nutricionais, quimicas e microbioldgicas
(GRIS et al, 2002; NASSU; GONCALVES; BESERRA, 2002).

As culturas “starter” sdo comercializadas sob a forma liofilizada, utilizando a
lactose como veiculo (TERRA, 1998). Sdo compostas por dois grupos de micro-
organismos, visando somar agdes caracteristicas de cada grupo, para se obter o
efeito desejado no produto final: um acidificante (bactérias laticas) que possui a
funcdo de estabilizar o produto biologicamente, e um nitrato redutor (flavorizante)
que possui a fungédo de reduzir o nitrato, quando presente, a nitrito (BACUS, 1984;
CARIONI et al., 2001; GRIS et al., 2002; MARCHESINI et al., 1992).

Os microrganismos mais utilizados na fermentagéao de carnes pertencem aos
géneros Lactobacillus e Pediococcus, comumente conhecidos como bactérias
laticas. Além das bactérias laticas, utilizam-se bactérias do género Staphylococcus
nao patogénicas e Micrococcus. Algumas culturas comerciais utilizam a
combinagao de bactérias (BACUS, 1984).

O grupo das bactérias laticas € composto por 12 géneros bacterianos:
Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Lactosphaera,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus e Weissela (JAY, 2005).

As bactérias laticas se caracterizam por bastonetes ou cocos Gram positivos
(HALL; LEDENBACH; FLOWERS, 2001) geralmente mesofilicas, podendo
desenvolver-se na faixa de temperatura de 5°C a 45°C, com pH entre 4,0 e 4,5
(CAPLICE; FITZGERALD, 1999).

Estes micro-organismos sao adicionados aos produtos carneos curados por
possuirem a capacidade de fermentar agucares com produgao de acidos organicos,
principalmente o &cido latico (DABES, 2000; LIZASO; CHASCO; BERIAIN, 1999;
MIRALLES; FLORES; PEREZ-MARTINEZ, 1996; MONTEL et al., 1996; TERRA,
1998).



O acido latico participa ativamente do sabor, da coloragao, da fatiabilidade e
do aroma do produto carneo fermentado (DABES, 2000; LIZASO; CHASCO;
BERIAIN, 1999; MONTEL, 1996; TERRA, 1998), além de impedir o
desenvolvimento de micro-organismos indesejaveis, como Clostridium botulinum,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, entre outros (LIZASO; CHASCO;
BERIAIN, 1999; SMITH; PALUMBO, 1978; TERRA, 1998; TERRA; FRIES; TERRA,
2004).

A acidificagdo reduz a capacidade de retengdo de agua pela carne, por
atingir o ponto isoelétrico das proteinas miofibrilares, levando a menores valores de
Aa, além de propiciar o sabor acido, caracteristico dos produtos carneos
fermentados e desnaturar as proteinas miofibrilares e sarcoplasmaticas, que
passam do estado sol para gel, conferindo fatiabilidade ao produto carneo, sem a
ocorréncia da desintegracdo das fatias (FERNANDEZ et al., 2000; LIZASO;
CHASCO; BERIAIN, 1999; TERRA, 1998; TERRA; FRIES; TERRA, 2004).

A maioria das bactérias laticas é capaz de produzir bacteriocina, que € uma
substancia proteinacea, codificada por plasmideos, que possui efeito bactericida
somente em espécies bastante correlacionadas entre si e linhagens de bactérias
Gram-positivas (DABES, 2000; JAY, 2005). Os sistemas antimicrobianos
produzidos pelas bactérias acido laticas oferecem um grande potencial para
desenvolvimento de métodos efetivos de conservacédo natural para utilizagdo em
alimentos (TERRA, 1997).

O grupo dos micro-organismos flavorizantes € composto pela familia
Micrococcaceae, o0s géneros Staphylococcus (Staphylococcus xylosus e
Staphylococcus carnosus) e Kocuria (Kocuria varians), leveduras e fungos
filamentosos (JESSEN, 19952 apud TERRA; FRIES; TERRA, 2004).

Estes micro-organismos sao adicionados aos produtos carneos curados,
pois ao seu metabolismo estdo diretamente relacionados a coloragéo, o aroma e o
sabor. Outras caracteristicas procuradas sédo as acoes lipoliticas e proteoliticas,
producao de catalase (que desdobra o peréxido de hidrogénio, evitando a oxidagao
lipidica e o esverdeamento do produto) e de reducao do nitrato a nitrito pela enzima

nitrato redutase. O nitrito sofre varias reacdes e passa a 0xido nitroso que, por sua

2 JESSEN, B. Starter cultures for meat fermentations. In: CAMPBELL-PLATT, G.; COOK, P. E.
Fermented meats. London: Blackie Academe Professional, 1995. p. 130-159.



vez, reage com a mioglobina, formando o complexo nitrosomioglobina, responsavel
pela coloracdo tipica dos produtos curados (TERRA; FRIES; TERRA, 2004). A
reducao do nitrato € um efeito desejavel, que diminui a disponibilidade dos aditivos
intencionais para a formacdo de nitrosaminas, aditivos esses que sao
potencialmente carcinogénicos (BALDUINO; OLIVEIRA; HAULY, 1999; SAWITZKI;
TERRA; FIORENTINI, 2007; TERRA, 1998).

A selecédo da cultura “starter” a ser utilizada deve considerar a habilidade das
estirpes em colonizar o ecossistema de uma forma rapida e eficaz (COCOLIN et al.,
2006).

A utilizacdo de Enterococcus spp. como cultura “starter” em produtos
fermentados € controversa porque a diferenca entre uma estirpe com potencial
patogénico e uma aparentemente segura ndo € clara, gerando inseguranga na
utilizagao de estirpes deste género para producao de alimentos (EATON; GASSON,
2001; GIRAFFA, 2002, MULLAN, 2001).

Salames produzidos sem adigéo de culturas “starter” possuem pH final entre
4,6 e 5,0, ja os produzidos com adi¢cdo de culturas “starter” possuem pH final entre
4,0 e 4,5 (CAPLICE; FITZGERALD, 1999).

4.5.2 Microbiota patégena em alimentos

O numero e a extensdao dos casos de doengas de origem alimentar tém
aumentado no mundo e as causas sao muitas e variadas. Segundo Leistner (2001),
os seguintes fatores contribuem para o agravamento da situagao:

- crescimento cada vez maior da populagdo mundial;

- produgao em massa de alimentos;

- aumento do numero de pessoas idosas em asilos e de bebés e criangas
em creches;

- alguns agentes causadores de doengas de origem alimentar possuem uma
baixa dose minima infectante, o que €& deve ser observado com rigor,
especialmente no caso de individuos imunocomprometidos;

- descoberta de novos tipos de agentes infectantes, capazes de se

multiplicarem em temperaturas inferiores a 5°C e pH abaixo de 5,0.



Para Germano e Germano (2001), todos os anos, de 1 milhdo a 100 milhdes
de individuos contraem doencgas de origem alimentar decorrentes do consumo de
alimentos e agua. Ha que se considerar que, de uma maneira geral, existe perda de
informagdes epidemioldgicas, subestimando-se o numero real de casos. Estima-se
que apenas de 1 a 10% dos casos sejam computados pelas estatisticas oficiais.

Segundo dados do Ministério da Saude, no estado do Rio de Janeiro, de
janeiro a setembro de 2008, ocorreram 3392 casos de morbidade decorrentes de
diarréia e gastroenterite com origem infecciosa presumivel (MINISTERIO DA
SAUDE, 2008).

Produtos carneos como salames, presuntos, hamburgueres e linguicas estao
frequentemente associados a algum tipo de doenca de origem alimentar (PEREIRA,
2007).

Segundo Matsubara (2005), o envolvimento de carnes e produtos carneos na
ocorréncia de doengas de origem alimentar ocorre porque muitos dos agentes
patogénicos pertencem a microbiota natural dos animais de corte e contaminam as
carcagas durante o abate, ou acabam sendo transferidos do ambiente contaminado
para as mesmas pelo manipulador, pelos utensilios, pelos equipamentos ou mesmo
pela agua.

A contaminagdo dos produtos carneos por micro-organismos pode ocorrer
desde a matéria prima até o consumo (BROMBERG, 2007, CARVALHO et al.,
1998). Em muitos casos, as infecgdes e as intoxicagbes alimentares podem ser
atribuidas as praticas inaceitaveis nas operagdes de processamento ou fornecimento
dos alimentos, a falta de conhecimento quanto a manipulacdo dos mesmos e as
instalagdes inadequadas (BROMBERG, 2007).

A producdo de embutidos com padrées de qualidades satisfatérios requer,
sobretudo, a observancia de fatores relacionados a qualidade sanitaria da matéria
prima, as condigdes de higiene e a tecnologia utilizada na sua fabricagdo, pois a
industrializagdo consiste na transformag¢dao das carnes em produtos alimenticios,
realizando integralmente um ciclo que tem seu inicio na produgdo de carnes com
qualidade (MARTINS, 2006; TERRA, 1998).

No estudo de origens e medidas de controle da contaminag&o dos alimentos,
deve ser sempre destacada a participacdo do manipulador, o qual representa, sem

duvida, o fator de maior importancia no sistema de protecdo dos alimentos as



alteragbes, sendo o principal elo da cadeia de transmissdo da contaminagao
microbiana dos alimentos (CURI, 2006).

Produtos fermentados, como o salame, sdo considerados prontos para o
consumo e nao sofrem qualquer tipo de tratamento térmico prévio (TILDEN JUNIOR
et al., 1996), por isso, a utilizacdo de carne de alta qualidade e a manutengao de
padrées higiénicos elevados sao pré-requisitos para sua produgao com boa
qualidade e seguranga (HOLLEY; LAMMERDING; TITTIGER, 1988; OLIVEIRA,;
MENDONCA, 2004).

Os varios tipos de salame existentes sao fatiados pelas industrias de carne
e/ou pelos supermercados, sem levar em conta as possiveis alteragdes que possam
vir a ocorrer com tal procedimento (MARCHESI et al., 2006). O fatiamento de
produtos carneos pode representar uma importante fonte de contaminacdo por
micro-organismos patogénicos ou deteriorantes devido ao contato do alimento a ser
fatiado com a superficie do cortador (MUNIZ et al., 2007), a maior manipulagao e ao
aumento da superficie de contato com o oxigénio (BRESSAN et al., 2007).

Os produtos fatiados sdo mais susceptiveis a contaminagao pelo ar e a
retencdo de umidade relativa que, por sua vez, ocasiona o aumento da atividade de
agua, propiciando um meio favoravel ao desenvolvimento de micro-organismos
patogénicos e/ou deteriorantes. Os fatores relatados, somados a deficiéncia das
boas praticas de manipulagao e as caracteristicas intrinsecas do alimento tendem a
reduzir o prazo de vida comercial do produto, comprometendo a satisfacdo do
consumidor, acarretando perdas econdmicas e tornando-se um risco ao ingestor
(FAIl et al., 2007).

Dados do “Centers for Disease Control and Prevention” (CDC) dos Estados
Unidos da América (EUA) relacionados a um surto ocorrido em 1994 causado por
Escherichia coli O157:H7 isolada de salame industrializado fatiado, leva a conclusao
de que ha possibilidade de contaminagdo cruzada durante o fatiamento, pois a
bactéria foi isolada de individuo sintomatico que ingeriu peito de peru fatiado no
mesmo equipamento que o salame contaminado (CDC, 1995).

No Brasil, segundo dados do “Sistema de Informacion para la Vigilancia de
las Enfermedades Transmitidas por los Alimentos” (SIRVETA), entre os anos de
1993 e 2002 foram notificados seis surtos pelo consumo de salame contaminado.
Dentre os quais, trés foram ocasionados por Staphyloccocus aureus, um por

Salmonella spp. e dois nao tiveram agente etioldgico especificado (SIRVETA, 2007).



Na Argentina, no mesmo periodo, foram notificados nove surtos pelo
consumo de salame contaminado e em todos o0 agente etiolégico responsavel foi a
Trichinella spiralis (SIRVETA, 2007).

Na Inglaterra, em 1988, o Centro de Vigilancia de Doengas Transmissiveis
registrou um surto ocasionado pelo consumo de salame contaminado com
Salmonella Typhimurium fagotipo DT 124, que afetou 101 pessoas com idades
variando de sete meses a 78 anos (HOBBS; ROBERTS, 1998).

Nos EUA, em 1994, foi registrado um surto causado por Escherichia coli
0O157:H7 relacionado ao consumo de salame industrializado fatiado que afetou 20
individuos com idades variando de um a 77 anos, sendo que uma criang¢a de dois
anos desenvolveu Sindrome Urémica Hemolitica (CDC, 1995). No ano de 1995,
também nos EUA, foi relatado um surto de Salmonella Typhimurim associado ao
consumo de salame envolvendo 26 individuos (SAUER et al., 1997).

Pereira (2006) ponderou que devido a baixa severidade da intoxicacao
estafilococica, os surtos acabam sendo subnotificados aos 6rgdos de Saude
Publica. As diarréias causadas pela E. coli apresentam distribuicdo mundial,
contudo a real extensdo da incidéncia ndo esta dimensionada, principalmente
devido a elevada subnotificagcdo de casos. Apesar do elevadissimo numero de tipos
antigénicos, apenas uma minoria de estirpes € capaz de provocar doenga no
homem (GERMANO; GERMANO, 2001).

4.5.2.1 Staphylococcus spp.

As bactérias pertencentes ao género Staphylococcus possuem formato
esférico e podem se apresentar unicas, em pares ou em tétrades, formando
agrupamentos irregulares em mais de um plano (semelhantes a cachos de uva).
Sao Gram-positivas, imoveis, ndo formadoras de esporos, catalase positivas,
oxidase negativas e anaerdbias facultativas com metabolismo respiratério e
fermentativo (KLOOS; SCHLEIFER, 1986).



No “Manual of Clinical Microbiology” publicado em 2003 constam 35
espécies como pertencentes ao género Staphylococcus (BANNERMAN, 20033
apud PEREIRA, 2006). Dentre estas, Jay (2005) enumerou 18 espécies e
subespécies que apresentam potencial interesse em alimentos: S. aureus
subespécie anaerobius, S. aureus subespécie aureus, S. intermedius, S. hyicus, S.
delphini, S. schleiferi subespécie coagulans, S. schleiferi subespécie schleiferi, S.
caprae, S. chromogens, S. cohnii, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. lentus, S.
saprophyticus, S. sciuri, S. simulans, S. warnei e S. xylosus.

Por muitos anos a espécie S. aureus foi considerada a unica do género
capaz de produzir enterotoxinas, bem como de produzir coagulase, por ser a
espécie mais relacionada a surtos de doengas de origem alimentar, devido a
capacidade da maioria de suas estirpes de produzir enterotoxinas (CURI, 2006;
FRANCO; LANDGRAF, 2005; JAY, 2005, PEREIRA, 2006; SILVA; GANDRA,
2004). Posteriormente, outras espécies como S. hyicus e S. intermedius, também
produtoras de enterotoxinas e de coagulase, foram identificadas como agentes
etioldgicos relacionados a surtos de doengas de origem alimentar (CURI, 2006;
PEREIRA, 2006; SILVA; GANDRA, 2004).

Jay (2005) e Pereira (2006) relataram a ocorréncia de produgdo de
enterotoxina por alguns Staphylococcus spp. coagulase negativa. Jay (2005)
afirmou que as espécies de Staphylococcus spp. coagulase negativa ja relatadas
como produtoras de toxina sdo S. caprae, S. chromogens, S. cohnii, S. epidermidis,
S. haemolyticus, S. lentus, S. saprophyticus, S. sciuri, S. warneri e S. xylosus.

Na RDC n° 12, ha recomendagdo da contagem de Staphylococcus ssp.
coagulase positiva para produtos carneos maturados, como o salame (BRASIL,
2001).

A maioria das estirpes do género Staphylococcus cresce na presenca de
10% de cloreto de sédio (KLOOS; SCHLEIFER, 1986), sendo que algumas
linhagens podem crescer em até 20% (FRANCO; LANDGRAF, 2005; JAY, 2005).
Sao tolerantes a nitritos, razao pela qual crescem em carnes curadas, desde que as

demais condi¢des lhes sejam favoraveis (PARDI et al., 2001).

* BANNERMAN, T. L. Staphylococcus, Micrococcus, and other catalase-positive cocci that grow
aerobically. In Murray, P. R. et al. (ed.). Manual of Clinical Microbiology. Washington: American
Society Microbiology, 2003, p. 384-404.



O pH 6timo para o crescimento do S. aureus é entre 6,0 e 7,0, mas pode
haver multiplicagao na faixa de 4,0 a 9,8. Sao capazes de crescer em valores de Aa
menores que outras bactérias nao-halofilicas. O crescimento foi demonstrado com
valores abaixo de 0,83 sob condigbes ideais, embora 0,86 seja considerado o valor
minimo de Aa para crescimento. Apresentam crescimento na faixa de 7 a 47,8°C,
sendo sua temperatura 6tima entre 30 e 37°C. As enterotoxinas sdo produzidas na
faixa de 10 a 46°C, com o6timo de temperatura entre 40 e 45°C (FRANCO;
LANDGRAF, 2005; JAY, 2005).

Os fatores concorrentes para a producdo de toxinas sao: natureza do
alimento, pH, Aa, temperatura, quantidade de in6culo e caracteristicas da estirpe
(PARDI et al., 2001). Em condi¢gbes 6timas, a enterotoxina torna-se evidente em
quatro a seis horas (FRANCO; LANDGRAF, 2005; JAY, 2005). Sob condi¢cdes de
aerobiose, a produgdo de enterotoxinas ocorre de forma mais rapida do que sob
condi¢gdes de anaerobiose (JAY, 2005).

As bactérias do género Staphylococcus causam intoxicagdo pela ingestdo do
alimento com a toxina pré-formada (LANCETTE; BENNETT, 2001). Niskanen e
Nurmi (1976) relataram que é necessaria a contaminacgéo acima de 10° células/g no
estagio de producdo e acima de 2x10° no produto final para a enterotoxina ser
produzida em quantidades detectaveis em amostras de 200 g de embutido seco.

Os sintomas mais comuns da intoxicacdo estafilocécica sdo vOmito e
diarréia, que aparecem de duas a seis horas apds a ingestdo do alimento
contaminado. A intoxicagao é relativamente branda e, normalmente, possui duragao
de algumas horas a um dia, entretanto, em alguns casos apresenta-se de forma
severa com presenga de muco e sangue no vOmito e nas fezes. A taxa de
mortalidade é bastante baixa ou nula, porém a intoxicagdo pode ser fatal para
recém-nascidos, idosos e individuos gravemente debilitados (GERMANO;
GERMANO, 2001; JAY, 2005; LANCETTE; BENNETT, 2001; RADDI; LEITE;
MENDONGCA, 1988). Os sintomas variam com o grau de suscetibilidade do
individuo, concentragdo da enterotoxina e quantidade consumida do alimento
(FRANCO; LANDGRAF, 2005).

As enterotoxinas s&o termorresistentes (FRANCO; LANDGRAF, 2005; JAY,
2005; PARDI et al.,, 2001; SILVA; GANDRA, 2004). Franco e Landgraf (2005)
relatam que tal fator € importante para a industria de alimentos, porque a maioria

dos alimentos processados sofre algum tipo de tratamento térmico durante o



processamento, mas este tratamento térmico ndo inativa a toxina, caso esteja
presente. As enterotoxinas nao apresentam uma agao unica, mas sim varias:
emética, diarréica, enterite e estimulo das células T.

Alimentos associados com intoxicagdo estafilococica sdo carnes (bovina,
suina e de aves), produtos derivados de carne (salames, salsichas e presuntos),
saladas (com presunto, frango e batata), cremes produzidos em padaria, leite e
seus derivados (LANCETTE; BENNETT, 2001).

As bactérias do género Staphylococcus estdo comumente associadas com a
pele e membranas mucosas de animais vertebrados de sangue quente. Sao
isoladas com freqiéncia em produtos alimenticios, p6é e agua (KLOOS;
SCHLEIFER, 1986). O S. aureus, bactéria ubiqua, difunde-se universalmente,
sendo em alguns paises, o agente de intoxicagdo mais incidente (PARDI et al.,
2001).

O processamento dos alimentos reduz ou elimina os micro-organismos
competidores e o Staphylococcus spp. pode se desenvolver sem obstaculos,
atingindo rapidamente o ponto de formacédo de toxina, desde que as demais
condigdes o favoregcam (PARDI et al., 2001).

A contaminacgao pode ocorrer apds o processamento ou cozimento, durante
o preparo do alimento nos domicilios ou nos estabelecimentos alimenticios, devido
a manipulagdo e/ou inadequada refrigeracdo antes do consumo. Em comidas
processadas a contaminagdo pode ser resultante de fontes humanas, animais ou
ambientais. O potencial para desenvolvimento da enterotoxina €& superior em
alimentos expostos a temperaturas que permitem o crescimento do S. aureus. Em
alimentos processados nos quais o S. aureus é destruido durante o processamento,
a presencga deste indica contaminagao pela pele, boca, fossas nasais ou méaos dos
manipuladores. Quando numeros elevados de S. aureus sdo encontrados nos
alimentos, pode-se suspeitar que a sanitizagdo e/ou o controle da temperatura
utilizados foram inadequados (LANCETTE; BENNETT, 2001).

Como os Staphylococcus spp. encontram-se amplamente disseminados pela
natureza, torna-se impossivel sua eliminagao do ambiente (FRANCO; LANDGRAF,
2005). Para prevencado € importante que sejam seguidos alguns requisitos:
refrigeragdo adequada do alimento, manutencgéo a temperaturas superiores a 60°C
enquanto estiver sendo servido, evitar o preparo com muita antecedéncia,

cozimento adequado, higiene rigorosa, evitar contato do alimento com



manipuladores que possuam infeccdes respiratérias ou lesbes na pele, afastar
manipuladores que apresentarem diarréia, evitar tocar no alimento que nao é
consumido cozido, combater adequadamente moscas e investir em educacao
sanitaria (JAY, 2005; PARDI, 2001).

4 .5.2.2 Coliformes totais

As bactérias pertencentes ao grupo dos coliformes totais ndo estéo
agrupadas por classificagdo taxonémica, mas por possuirem caracteristicas
semelhantes (FENG; WEAGANT; GRANT, 2002). Coliformes totais sdo bactérias
aerobias ou anaerdbias facultativas, Gram-negativas, ndo formadoras de esporos e
fermentadoras da lactose, produzindo acido e gas em até 48 horas a 35°C
(KORNACKI; JOHNSON, 2001).

Os coliformes podem crescer em pH entre 4,4 e 9,0 e em temperaturas que
variam entre -2°C e 50°C, entretanto, em alimentos, o crescimento € pobre ou muito
lento a 5°C. Sao capazes de crescer na presenca de sais biliares, os quais inibem o
crescimento de bactérias Gram-positivas (JAY, 2005).

O grupo é composto predominantemente por bactérias dos géneros:
Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella (FRANCO; LANDGRAF, 2005;
JAY, 2005). Destes, apenas a Escherichia coli tem como habitat primario o trato
intestinal do homem e animais de sangue quente (FENG; WEAGANT; GRANT,
2002; FRANCO; LANDGRAF, 2005; JAY, 2005). Os outros géneros, além de serem
encontrados nas fezes, também estdo presentes em outros ambientes como
vegetais e solo. Consequentemente, a presencga de coliformes totais no alimento
nao indica, necessariamente, contaminacdo fecal recente ou ocorréncia de
enteropatdogenos (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

4 .5.2.3 Coliformes termotolerantes

O grupo dos coliformes termotolerantes, assim como o grupo dos coliformes
totais, ndo possui valor taxondbmico e € definido pelos micro-organismos

pertencentes ao grupo dos coliformes totais que possuem a capacidade de



fermentar a lactose, produzindo acido e gas em 48 horas a 44,5-45,5°C. O grupo
consiste principalmente da E. coli, mas algumas outras bactérias entéricas, como a
Klebsiella spp. também fermentam a lactose a 44-44,5°C, sendo portanto,
consideradas como coliformes termotolerantes (FENG; WEAGANT; GRANT, 2002).
Estirpes de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp. e Citrobacter
freundii podem ser recuperadas pelo teste de coliformes termotolerantes,
dependendo do alimento e da temperatura de incubagdo (KORNACKI; JOHNSON,
2001).

Dentro do grupo dos coliformes termotolerantes, a E. coli € a unica de
habitat reconhecidamente fecal, sendo considerada o melhor indicador de
contaminagao fecal (SILVA, 2002).

A Escherichia coli pertence a familia Enterobacteriaceae e é um bastonete
Gram-negativo, ndo esporulado, oxidase negativo, mével ou imdvel, anaerdbio
facultativo capaz de fermentar a glicose e a lactose com produgdo de acidos e
gases (BRENNER, 1984). E utilizada para indicar contaminagdo fecal recente ou
processos realizados em condi¢des insatisfatorias de higiene (FENG; WEAGANT;
GRANT, 2002). Contagens elevadas de E. coli indicam processamento inadequado
e/ou recontaminacdo pos-processamento, sendo as causas mais frequentes
aquelas provenientes da matéria prima, equipamento sujo ou manipulagdo sem
higiene (TILDEN JUNIOR et al., 1996).

Embora a maioria das estirpes de E. coli ndo seja considerada patogénica,
estes micro-organismos podem atuar como patégenos oportunistas, causando
infeccbes em hospedeiros imunodeprimidos. Também existem estirpes patogénicas
de E. coli que quando ingeridas, causam problemas gastrointestinais em individuos
saudaveis (FENG; WEAGANT; GRANT, 2002).

Germano e Germano (2001) relatam que a E. coli ndo apresenta resisténcia
a temperaturas elevadas, sendo destruida a 60°C em poucos segundos. No
entanto, é capaz de resistir por longo tempo em temperaturas de refrigeragao.

A E. coli é encontrada nos intestinos dos animais e do homem. E um
comensal do intestino: suprime bactérias patdégenas e participa da sintese de
numerosas vitaminas (GERMANO; GERMANO, 2001; JAY, 2005). Sua presenca
em alimentos é considerada um indicador de contaminacao fecal (SILVA, 2002).

O significado da presenca de E. coli em um alimento deve ser avaliado sob

dois angulos. Inicialmente, E. coli por ser uma enterobactéria, quando detectada no



alimento, indica que o alimento apresenta contaminagao microbiana de origem fecal
e, portanto, estda em condi¢cdes higi€nicas insatisfatérias. Outro aspecto a ser
considerado é que diversas linhagens de E. coli sdo comprovadamente patogénicas
para o homem e os animais (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

As linhagens de E. coli consideradas patogénicas sdao agrupadas em seis
classes: E. coli enteropatogénica classica (EPEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E.
coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli entero-hemorragica (EHEC), E. coli
enteroagregativa (EAggEC) e E. coli difusamente aderente (DAEC). Dentre as
inumeras cepas enterovirulentas, a que constitui maior preocupagao para as
autoridades de saude €é a E. coli O157:H7, responsavel pela forma
enterohemorragica da infecgdo, tendo sido identificada em 1982, associada com
surtos de colite hemorragica. O quadro clinico das infecgbes causadas por E. coli
dependem da cepa e de suas patogenicidade e viruléncia, bem como da idade e do
estado imune dos pacientes. A agua contaminada com esgoto € uma das principais
vias de transmissdo do agente na natureza. Por outro lado, qualquer alimento
exposto a contaminagdo fecal, seja através de preparo ou dos manipuladores
infectados, é capaz de veicular a bactéria (GERMANO; GERMANO, 2001).

4.5.2.4 Salmonella spp.

O género Salmonella compreende 2324 sorovares, agrupados em duas
espécies, enterica e bongori (JAY, 2005). Nem todos os sorovares sao igualmente
patogénicos aos humanos e aos animais, mas todos sdo importantes para a saude
publica (ANDREWS et al., 2001).

As bactérias pertencentes a este género sdo bastonetes Gram-negativos,
geralmente moveis, exceto os sorovares Pullorum e Galinarum. Sdo catalase
positivas, oxidase negativas, redutoras de nitrato a nitrito e anaerdbias facultativas,
com metabolismo respiratorio e fermentativo (BRENNER, 1984).

O pH détimo para multiplicagéo é 7,0, sendo que valores superiores a 9,0 e
inferiores a 4,0 s&o bactericidas. O género nao tolera concentragao de sal superior
a 9% e o nitrito possui efeito inibitério de crescimento (FRANCO; LANDGRAF,
2005; JAY, 2005). A temperatura ideal para crescimento é 35-37°C, sendo a minima
de 5°C e a maxima de 47°C (FRANCO; LANDGRAF, 2005). Valores de Aa abaixo



de 0,94 em meios com pH neutro promovem a inibicdo do crescimento do género
(JAY, 2005), embora possam sobreviver por mais de um ano em alimentos com
baixa Aa, como chocolate, pimenta, gelatina em pd, entre outros alimentos
(GERMANO; GERMANO, 2001).

A taxonomia é baseada na composigcao de seus antigenos de superficie, que
sdo os antigenos somaticos (O), os flagelares (H) e os capsulares (Vi) (FRANCO;
LANDGRAF, 2005; JAY, 2005).

As doencgas de origem alimentar resultam da ingestdo de alimentos contendo
numero significativo de determinadas linhagens do género (JAY, 2005). A
patogenicidade varia de acordo com o tipo sorologico, idade e condi¢gbes de saude
do hospedeiro (TRABULSI; TOLEDO, 1998).

As doencas causadas por Salmonella spp. costumam ser subdivididas em
trés grupos: febre tiféide causada pela Salmonella typhi, febres entéricas causadas
pela Salmonella paratyphi (A, B e C) e as enterocolites, também chamadas de
salmoneloses, causadas pelas demais linhagens do género (FRANCO;
LANDGRAF, 2005; TRABULSI; TOLEDO, 1998).

A febre tiféide s6 acomete o homem e sua transmissdo ocorre através de
agua e alimentos contaminados com material fecal humano. Os sintomas sao
graves e incluem septicemia, febre alta, diarréia e vomito, que possuem duragao de
uma a oito semanas (FRANCO; LANDGRAF, 2005). Possui alta taxa de
mortalidade (JAY, 2005).

As febres entéricas sdo semelhantes a febre tiféide, mas os sintomas séo
mais brandos, geralmente ocorrendo septicemia, febre, vOmito e diarréia, que
possuem duracao de no maximo trés semanas (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

As salmoneloses caracterizam-se por sintomas como diarréia, febre, dores
abdominais e vomito (FRANCO; LANDGRAF, 2005; GERMANO; GERMANO, 2001)
e sado, geralmente, acompanhados por fraqueza, fadiga muscular, nervosismo e
sonoléncia (JAY, 2005). Estes sintomas aparecem de 12 a 36 horas apds o contato
com o micro-organismo, durando entre um e quatro dias (FRANCO; LANDGRAF,
2005; GERMANO; GERMANO, 2001). A morbidade é maior em criancas e idosos e
a sensibilidade individual é fator relevante no desenvolvimento do processo
infeccioso, embora a dose e a viruléncia dos micro-organismos também tenham
importancia (PARDI et al., 2001). Acreditava-se que para um individuo adquirir

salmonelose de origem alimentar era necessaria a ingestdo de um numero elevado



(>108) de células viaveis de Salmonella spp. no alimento, no entanto, varios estudos
tem demonstrado que diversos fatores podem alterar esse valor. A patogenicidade
e o estabelecimento dos sintomas de salmonelose, bem como a sua gravidade,
variam de acordo com o sorotipo de Salmonella spp., idade e condicbes de saude
do hospedeiro (FRANCO; LANDGRAF, 2005; GERMANO; GERMANO, 2001;
TRABULSI; TOLEDO, 1998), e caracteristicas do alimento envolvido (FRANCO;
LANDGRAF, 2005). Se o hospedeiro € uma crianga no primeiro ano de vida ou é
portador de certos tipos de patologias que ocasionem deficiéncias imunoldgicas, a
doenga pode evoluir de maneira diferente e se tornar bastante grave (FRANCO;
LANDGRAF, 2005; TRABULSI; TOLEDO, 1998). Em criangcas, a bactéria
frequentemente invade a circulagdo, provocando infecgdes em outros 6rgaos
(TRABULSI; TOLEDO, 1998). Existem relatos de meningites, osteomielites e
problemas renais decorrentes de infecgcdo por Salmonella spp. (FRANCO;
LANDGRAF, 2005). Em Sao Paulo, a Salmonella Typhimurium é uma causa muito
comum de meningite em criangas (TRABULSI; TOLEDO, 1998).

As bactérias pertencentes ao género Salmonella encontram-se amplamente
distribuidas na natureza, sendo o trato intestinal do homem e dos animais
(principalmente aves e suinos) seu principal reservatério natural (FRANCO;
LANDGRAF, 2005; JAY, 2005).

Os veiculos mais comuns de salmonelose humana séo ovos, carne (frango,
bovina e suina) e produtos a base de carne (CDC, 2006; FRANCO; LANDGRAF,
2005; JAY, 2005). A salmonelose associada a laticinios € quase sempre causada
por leite cru ou inadequadamente pasteurizado e derivados deste tipo de matéria
prima (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

Embora os micro-organismos sejam eliminados rapidamente do trato
intestinal, mais de 5% dos pacientes tornam-se portadores assintomaticos apés a
cura da doencga, possuindo, portanto, um papel importante na disseminacéo da
doenca (JAY, 2005).

Dentre as doencas de origem alimentar, a salmonelose tem expressivo
destaque. Na Europa, o género Salmonella foi identificado como causador de
77,1% dos surtos notificados entre 1993 e 1998 (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2007). Os sorovares mais comumente encontrados no mundo s&o o
Enteritidis e o Typhimurium (DIVISAO DE DOENCAS DE TRANSMISSAO HIiDRICA
E ALIMENTAR, 2005).



As salmoneloses de origem alimentar podem estar limitadas a um unico
individuo ou a um pequeno grupo de individuos relacionados, como podem,
também, estar associados a surtos de grandes proporgdes, envolvendo milhares de
pessoas (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

O tratamento de efluentes e dos dejetos de origem animal, a higiene do
abate, a pasteurizacdo do leite, a manipulacdo adequada de alimentos, a
conservagao e a cocgao em temperaturas corretas, o tratamento dos animais
enfermos e a prescricdo cuidadosa de antimicrobianos nos casos humanos e
animais, deve ser sempre realizada, a fim de diminuir a ocorréncia de estirpes
resistentes (GERMANO, GERMANO, 2001). O calor € uma forma eficiente de
destruicdo de Salmonella spp. nos alimentos. A composi¢ao do alimento também é
importante, a presenca de sacarose, por exemplo, pode dobrar a resisténcia
térmica da Salmonella Typhimurium (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

4.5.2.5 Enterococcus spp.

As bactérias pertencentes ao género Enterococcus possuem formato esférico
ou ovoide e podem ocorrer em pares ou cadeias pequenas. Sdo Gram-positivas,
anaerobias facultativas com metabolismo fermentativo e catalase negativas (HOLT
et al., 1994).

Em microbiologia dos alimentos, duas espécies sdo mais comumente
encontradas: Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium (HARTMAN; DEIBEL;
SIEVERDING, 2001; JAY, 2005). Estas espécies sao relativamente resistentes ao
calor e podem sobreviver aos procedimentos de pasteurizagéo tradicional do leite
(HARTMAN; DEIBEL; SIEVERDING, 2001).

O 6timo de temperatura para crescimento € 37°C, mas podem crescer entre
10 e 45°C (HOLT et al., 1994), sendo que algumas espécies como E. faecalis e E.
faecium crescem a 50°C (JAY, 2005). Apresentam crecimento em pH 9,6, com 6,5%
de cloreto de sodio e 40% de bile (HOLT et al., 1994).

Gomes (2007) relatou a ocorréncia de diferentes espécies de Enterococcus
spp. na mesma amostra de alimento, evidenciando a ampla distribuicdo deste micro-

organismo.



A utilizagado do género Enterocococcus como indicador de qualidade sanitaria
dos alimentos apresenta algumas restrigdes, pois, quando comparado ao grupo dos
coliformes termotolerantes, estes micro-organismos apresentam uma menor
incidéncia no trato intestinal; estdo presentes na matéria fecal da maioria das
espécies animais; ndo possuem especificidade pelo trato intestinal, ocorrendo em
nuameros altos fora do mesmo; sao de dificil isolamento e possuem baixa relagao
com patogenos alimentares intestinais (Quadro 1). O género Enterococcus
apresenta sobrevida maior que os coliformes termotolerantes quando exposto a
condigdes ambientais adversas, congelamento, dessecacdo e cura (GIRAFFA,
2002; HARTMAN; DEIBEL; SIEVERDING, 2001; JAY, 2005).

Quadro 1 Comparacédo do grupo dos coliformes termotolerantes com o género

Enterococcus spp. como indicadores de qualidade sanitaria de alimentos.

Caracteristica coliformes termotolerantes Enterococcus spp.

Morfologia / Reagao de Gram Bastonetes Gram Negativos Cocos Gram positivos

Incidéncia no trato intestinal 10" a10%/g fezes 10° a 10%g fezes

Incidéncia em matéria fecal Ausente em algumas espécies | Presente na maioria das
animais espécies animais

Especificidade pelo trato | Geralmente especifica Geralmente menos especifica

intestinal

Ocorréncia fora do trato | Comum em numeros baixos Comum em numeros altos

intestinal

Facilidade de isolamento e | Relativamente facil Mais dificil

identificacao

Resposta a condi¢bes | Menos resistente Mais resistente

ambientais adversas

Resposta ao congelamento Menos resistente Mais resistente

Relativa sobrevida aos | Geralmente baixa Alta

alimentos congelados

Relativa sobrevida em | Baixa Alta

alimentos secos

Incidéncia em vegetais frescos | Baixa Geralmente baixa

Incidéncia em carnes frescas Geralmente baixa Geralmente baixa

Incidéncia em carnes curadas Baixa ou ausente Geralmente baixa

Relagao com patégenos | Geralmente alta Baixa

alimentares intestinais

Relagao com patdgenos | Baixa Baixa

alimentares de origem ndo-

entérica

Fonte: Jay, 2005.

Apesar das restricobes como indicadores de contaminacdo fecal, sua
presenca em numeros elevados em alimentos indica praticas sanitarias inadequadas
ou exposicdo do alimento a condi¢gdes que permitam a multiplicacdo de micro-
organismos indesejaveis (FRANCO; LANDGRAF, 2005).




4.6 IMPORTANCIA DA DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE AGUA

Os micro-organismos, para seu metabolismo e multiplicagdo, necessitam da
presenca de agua na forma disponivel. Se uma parte da agua é extraida do
alimento ou encontra-se ligada, diminui o valor de Aa. Por consequéncia, 0os micro-
organismos, que entre outros fatores, determinam a durabilidade de um alimento,
perdem o fator mais importante para sua subsisténcia que é a agua (RODEL;
KRISPIEN; HOFMANN, 1982).

A necessidade de agua dos micro-organismos € descrita em termos da Aa
do meio (FRANCO; LANDGRAF, 2005). Scott, Clavero e Troller (2001) relatam que
a Aa do alimento representa o nivel limite de agua no alimento e sua disponibilidade
para participar de reagdes quimicas/bioquimicas e do crescimento de micro-
organismos. Por isso, textura, atividade enzimatica, oxidagado lipidica e outros
aspectos podem ser influenciados pela manipulagéo dos niveis de Aa.

O parametro Aa de um alimento é definido como a razédo existente entre a
presséo parcial de vapor da agua contida no alimento (P) e a pressao de vapor de
agua pura (Po), a uma dada temperatura (JAY, 2005; SCOTT; CLAVERO;
TROLLER, 2001).

Em geral, quando a Aa é reduzida, o crescimento microbiano é suprimido. A
maior parte das bactérias deteriorantes ndo se multiplica em Aa inferior a 0,91,
sendo assim, a redugdo da Aa auxilia na conservacédo do produto (FRANCO;
LANDGRAF, 2005; JAY, 2005; TROLLER, 1980). Segundo Scott, Clavero e Troller
(2001) a Aa minima que permite o crescimento a temperaturas préximas a
temperatura 6tima de crescimento para E. coli € 0,95, para Salmonella spp. € 0,95 e
para S. aureus ¢é 0,86.

As bactérias Gram-positivas sdo, via de regra, mais resistentes a baixos
valores de Aa, razdo pela qual nas carnes curadas encontra-se regularmente tal
microbiota (PARDI et al., 2001).

Os principais efeitos da diminuicdo da Aa a um valor abaixo do 6timo séo
aumento de duracdo da fase lag de crescimento e redugdo da velocidade de

crescimento e do tamanho da populacao final (JAY, 2005).



A Aa, o pH e a umidade residual atuam como fatores importantes de
limitacdo da viabilidade e multiplicagdo de micro-organismos patogénicos, tais como
o Staphylococcus aureus (NISHIMOTO et al., 2005).

4.7 RESISTENCIA BACTERIANA AOS ANTIMICROBIANOS

Antimicrobianos sao farmacos extensamente utilizados para o tratamento e a
prevencado de doengas infecciosas em humanos e animais (NAWAZ et al., 2001). A
importancia do problema de resisténcia aos antimicrobianos coincidiu com a
introducdo e a ampla utilizacdo, a partir da década de 1950, de inumeros
antimicrobianos, expandindo-se a partir de 1960, com a introdu¢cdo dos beta-
lactdmicos e agravando-se com o surgimento de novas formas de resisténcia e a
disseminagao de micro-organismos multirresistentes nas décadas de 1980 e 1990
(TAVARES, 2000). O desenvolvimento de resisténcia por certas bactérias
patogénicas € mais rapido que a capacidade da industria para producdo de novos
farmacos (SOUZA, 1998) e a disseminagdo de genes de resisténcia entre as
bactérias pode resultar em aumento da frequéncia de doengas que ndo podem ser
tratadas com os agentes antimicrobianos conhecidos (NAWAZ, 2001).

Maiden (1998) relatou que a evolugao e a disseminagcdo de micro-organismos
resistentes aos antimicrobianos sdo resultado da pressdo selecionadora imposta
pelo préprio homem. Neste sentido, encontra-se ndo s6 a prescricdo necessaria
destes farmacos por profissionais da area da saude para situagdes clinicas que se
beneficiam de seu emprego, como também o uso desnecessario em tratamentos
sem diagnostico estabelecido, a automedicagao, a aquisicdo dos medicamentos em
farmacias sem nenhum controle e o desperdicio de restos de antimicrobianos com
validade vencida no meio ambiente (TAVARES, 2000).

No caso de animais de produgado, como € mais eficiente tratar grupos inteiros
através de medicacdo na alimentagdo ou na agua, os antimicrobianos sao bastante
utilizados com este propdsito (MCEWEN; FEDORKA-CRAY, 2002) e também como
fatores de crescimento e acréscimo de peso (MCEWEN; FEDORKA-CRAY, 2002;
MOTA et al.,, 2005; NAWAZ et al., 2001; TAVARES, 2000, WORLD HEALTH
ORGANITAZION, 2007).



4.8 PADROES DA LEGISLAGAO

Com o objetivo de proteger a saude dos consumidores, foi estabelecida
através da ANVISA, a RDC n° 12 (BRASIL, 2001) que contém padroes
microbiolégicos para grupos de alimentos, visando a sua qualidade higiénico-
sanitaria. O salame pertence ao grupo dos produtos carneos maturados, possuindo
0s seguintes padrdes:

* Coliformes a 45°C — tolerancia para amostra indicativa: 10%/g
* Staphylococcus spp. coagulase positiva — tolerdncia para amostra indicativa:
5x10°/g
* Salmonella spp — tolerancia para amostra indicativa: auséncia/25g de amostra
Na IN n® 22 (BRASIL, 2000) ha citagdo de que o maximo de Aa para o

salame tipo italiano é igual a 0,90.

4.9 QUALIDADE BACTERIOLOGICA DE SALAMES NO BRASIL

Hoffmann, Garcia-Cruz e Vinturim (1997) analisaram oito amostras de
salames industrializados na regido de Sao José do Rio Preto (SP), encontrando
presenca de Salmonella spp. em 25% e de Staphylococcus aureus acima do
permitido pela legislagdo em 75% das amostras analisadas.

Borges et al. (1999) analisaram 81 amostras de salames industrializados
(tipo italiano, milano, friolano e hamburgués) comercializados no municipio do Rio
de Janeiro (RJ) e detectaram a ocorréncia de Listeria monocytogenes em seis
amostras de salame tipo italiano.

Magnani et al. (2000) analisaram 50 amostras de salames coloniais
comercializados em Chapecdé (SC), encontrando presengca de coliformes
termotolerantes acima do permitido pela legislagdo em 72% e de Salmonella spp.
em 6% das amostras analisadas.

Lobo et al. (2001) analisaram 60 amostras de salames coloniais
comercializados em Santa Maria (RS), encontrando presenga de coliformes
termotolerantes acima do permitido pela legislagdo em 35% das amostras, de

Salmonella spp. em 5% e de Staphylococcus aureus em contagens maiores que



108, valor considerado como suficiente para producdo de toxina, em 65% das
amostras analisadas.

Ritter et al. (2003) analisaram 13 amostras de salames coloniais
comercializados na regido do Vale do Taquari (RS), encontrando presenga de
coliformes termotolerantes acima do permitido pela legislagdo em 54% e uma
amostra com contagem de Staphylococcus aureus da ordem de 10°.

Sakate et al. (2003) analisaram 45 amostras de salames industrializados
fatiados e embalados a vacuo comercializados na cidade de Sao Paulo (SP) e
detectaram a presenca de Listeria monocytogenes em 7% das amostras.

Magro (2004) analisou 20 amostras de salames coloniais comercializados
em Concoérdia (SC), encontrando presencga de coliformes termotolerantes acima do
permitido pela legislacdo em 15% e de Salmonella spp. em 10% das amostras
analisadas.

Klein et al. (2006) analisaram 18 amostras de salames coloniais
comercializados em Concordia (SC), encontrando presenga de Staphylococcus spp.
coagulase positiva acima do permitido em 50% das amostras.

Perazzoli e Gelinski (2006) analisaram 45 amostras de salames coloniais
produzidos por 15 produtores/estabelecimentos rurais e comercializados no
municipio de Arroio Trinta (SC), encontrando presenga de coliformes
termotolerantes acima do permitido em 67%, Salmonella spp. em 7% e
Staphylococcus spp. coagulase positiva acima do permitido em 58% das amostras
analisadas.

Pereira (2006) analisou 90 amostras de salames industrializados (tipo
italiano e milano) comercializados em Campinas (SP) e constatou boa qualidade
dos produtos, com excecdo de duas amostras, uma que se apresentou positiva
para o isolamento de Salmonella spp. e outra na qual foi detectada presencga de
enterotoxina estafilococica.

Viott, Stolberg e Pelisser (2006) analisaram 12 amostras de salames
coloniais na regido do Alto Uruguai Catarinense (SC), encontrando presencga de
coliformes termotolerantes acima do permitido pela legislagdo em 25% das
amostras.

Dalla Santa (2008) analisou 50 amostras de salames coloniais fabricados

por pequenas industrias da regido Sul do Brasil, encontrando presenca de



coliformes termotolerantes acima do permitido pela legislagdo em 4% e

Staphylococcus spp. coagulase positiva acima do permitido em 22% das amostras.



5 MATERIAL E METODOS

5.1 CONSIDERAGCOES GERAIS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Controle Microbiolégico de
Produtos de Origem Animal do Departamento de Tecnologia de Alimentos da

Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal Fluminense (UFF).

5.2 MATERIAL

Foram obtidas de forma aleatoria em estabelecimentos comerciais
localizados no municipio de Niterdi, estado do Rio de Janeiro, 75 amostras de
salame tipo italiano em trés formas de comercializagao: 25 de salame vendido como
Peca Inteira (Pl), 25 de salame Fatiado na Industria (FI) e 25 de salame Fatiado no
Estabelecimento Varejista (FV), no momento da compra (Figuras 1 e 2). A aquisigao
ocorreu em 11 bairros da cidade, durante o periodo de fevereiro a julho de 2008 e foi
realizada conforme as instrugdes presentes na RDC n° 12 (BRASIL, 2001) que
preconizam a quantidade minima de 200 g por unidade amostral. No caso especifico
do salame fatiado na industria, que € comercializado em embalagens de 100 g,
foram adquiridas duas embalagens pertencentes ao mesmo lote e, posteriormente
no laboratdrio, o conteudo de ambas foi retirado assepticamente e homogeneizado,

de forma a representar uma unica unidade amostral.



Figura 1 Amostras de salame tipo Figura 2 Amostra de salame tipo italiano
italiano peca inteira. fatiado.

Foram avaliadas nove marcas de salame, identificadas no presente trabalho
pelas letras A, B, C, D, E, F, G, H e |. Todas as marcas possuiam selo do SIF, sendo
que as marcas A e E, B e F e G e H apresentaram, respectivamente, a mesma
numeracao do SIF. As marcas A, B e F foram procedentes de mais de um SIF,
portando as nove marcas foram originadas de oito SIF diferentes, identificados no
trabalho com numeragao de um a oito.

As amostras de salame inteiro foram provenientes das nove marcas
supracitadas.

As amostras de salame fatiado na industria foram provenientes de quatro
marcas: A, B, F e H. O numero reduzido de marcas ocorreu devido a dificuldade de
encontrar esta forma de comercializacdo nos estabelecimentos comerciais do
municipio.

As amostras de salame fatiado em estabelecimentos varejistas foram
provenientes de oito marcas: A,B,C,E,F, G, He l.

Com relacado ao uso de culturas “starter”, apenas os salames das marcas A,
B, C, E e F continham no rétulo do produto, a declaragao de utilizacao.

Para as amostras de salame inteiro, o prazo de vida comercial variou de trés
a cinco meses, desde que seguidas as condigdes de transporte, armazenamento e
distribuicdo dos produtos. O prazo foi de trés meses para a marca A; quatro meses
para as marcas B, C, F, G, H e | e cinco meses para as marcas D e E.

Para as amostras de salame fatiado na industria, o prazo de vida comercial
nao apresentou variagdo, sendo trés meses para todos os fabricantes. Todas as

marcas continham na embalagem a recomendagao de manter o produto resfriado a



até 4°C, mas foi observado que as amostras 3, 5 e 25 encontravam-se fora da
refrigeragdo no momento da compra.

Para as amostras de salame fatiado no estabelecimento varejista, o prazo de
vida comercial ndo pbéde ser avaliado porque a maior parte dos produtos encontrava-
se aberta em refrigeracdo no momento da compra. As embalagens dos diferentes
fabricantes continham recomendacdes diversas para a manutengao do produto apos
a abertura da embalagem, tais como: manter o produto a até 4°C envolto em papel
aluminio para as marcas B e F; ndo guardar o produto na embalagem apds aberto e
conserva-lo refrigerado para a marca A; 4 a 8°C por cinco dias para as marcas E e |;

4 a 8°C por sete dias para as marcas G e H e nao especificado para a marca C.

5.3 METODOS

Na RDC n° 12 (BRASIL, 2001) ha recomendagdo das seguintes analises
bacteriolégicas para produtos carneos maturados: coliformes termotolerantes,
Salmonella spp. e Staphylococcus spp. coagulase positiva. Outras analises como
coliformes totais, Enterococcus spp. e bactérias laticas foram realizadas com o
intuito de tragar um perfil bacteriolégico do salame tipo italiano comercializado no
municipio de Niterdi. Além das analises supracitadas, foi realizada a determinagao

da Aa das amostras coletadas.

5.3.1 Preparo dos meios de cultura

A vidraria utilizada no experimento foi previamente esterilizada em estufa a
170°C por uma hora. As solugbes, reagentes, meios de cultura e materiais
descartaveis foram preparados conforme suas especificacbes e em quantidades
suficientes para o uso durante uma semana.

A eficacia da esterilizacdo em autoclave (Fabbe®) foi monitorada através da
ampola bioindicadora Sterikon (MERCK® 10274) que contém caldo nutriente,
glicose, indicador de pH e esporos de Bacillus stearothermophilus (Geobacillus
stearothermophilus). A ampola foi introduzida com o material a ser esterilizado a
121°C por 15 minutos e, apds a esterilizacdo do material, foi incubada a 60°C por 48

horas juntamente com uma ampola controle ndo esterilizada. Como a esterilizagao



se deu de forma adequada, os esporos foram destruidos e o conteudo da ampola
apresentou coloragao violeta avermelhada. Se a esterilizagao fosse inadequada, os
esporos sobreviveriam e o conteudo da ampola apresentaria coloragdo amarelada
em consequéncia da formacédo de acido resultante da fermentacdo da glicose.
Ocorreria também a turvacdo do conteudo da ampola devido ao crescimento

bacteriano.

5.3.2 Preparo das subamostras

No interior da camara asséptica, apds sanificacdo da bancada com alcool
70%, cada embalagem de salame foi aberta com assepsia, na zona de segurancga
do bico de Bunsen, sendo fatiada (no caso das amostras pega inteira) e fragmentada
com auxilio de instrumental flambado ao rubro e resfriado. Em seguida, as
subamostras foram pesadas em balanga digital (Marte® LC1) na quantidade

requerida para cada uma das analises (Figura 3).

5.3.2.1 Preparo das subamostras para contagem de bactérias laticas, contagem de
Staphylococcus coagulase positiva, enumeragao de coliformes totais e enumeragao

de Escherichia coli

Foram pesados assepticamente 25 g em embalagem plastica estéril e em
seguida adicionados 225 mL de Solugdo Salina Peptonada (SSP) a 0,1%.
Posteriormente, foi realizada a cominuicdo e a homogeneizagdo das amostras em
“stomacher” (Seward® 80) em velocidade normal durante dois minutos (Figura 4). A
partir da suspensdo amostral (diluicido 107') foram realizadas diluicdes decimais
seriadas em 900 pL de SSP 0,1% de forma a obter as diluicdes 102, 10° e 10 que
serviram de inéculos para os diferentes meios de cultivo utilizados na pesquisa. O
tempo entre o preparo da amostra e a inoculagao nos meios nao foi superior a 15

minutos.



Figura 3 Subamostra de salame Figura 4 Subamostra de salame diluida
fragmentada em embalagem estéril. em SSP 0,1% apds cominuicéo e
homogeneizacao em “stomacher”.

5.3.3 Analises bacteriologicas
5.3.3.1 Contagem de bactérias laticas

Foi utilizado o método de inéculo em profundidade (HALL; LEDENBACH,;
FLOWERS, 2001)

A partir das diluicdes 10", 102, 102 e 10*, foram inoculados 100 pL em
placas de Petri e posteriormente foi adicionado o meio agar Lactobacillus acc. To
De Man Rogosa e Sharpe (MRS) (Himedia® M641) previamente fundido e mantido
em banho Maria (Fanem) a 45°C. As placas foram homogeneizadas no sentido
horario e anti-horario para distribuicdo uniforme do crescimento das colénias e,
apo6s solidificacao, incubadas a 30°C por 120 horas em atmosfera microaerdfila
dentro de jarras de anaerobiose.

A condigdo de anaerobiose em jarra Gaspak® foi obtida pelo método da
passivagao do cobre, por ser um sistema alternativo simples e de menor custo. As
placas solidificadas foram colocadas na jarra, em posi¢ao invertida. Cobreou-se a la
de aco utilizando-se solugdo de sulfato de cobre acidulada, em quantidade
determinada para o volume da jarra utilizada. Apés o cobreamento, foi esgotado o
restante da solu¢do e colocou-se na parte superior da ultima placa dentro da jarra,
o fundo de uma placa de Petri de vidro com a |& de aco cobreada e um recipiente
contendo agua destilada em quantidade determinada para o volume da jarra.
Imediatamente, foi aberto o Sonrisal®, utilizado como fonte geradora de didéxido de
carbono, também em quantidade determinada para o volume da jarra, e colocado



no recipiente contendo agua. Fechou-se a jarra enquanto a efervescéncia estava no
maximo (JURGENSEN; JURGENSEN, 1982).

O meio agar MRS contém polisorbato, acetato, magnésio e manganés que
agem como fatores de crescimento e nutriente base para bactérias laticas (MERCK,
1996) (Figura 5).

Apés incubacdo, foi realizada a selegdo e contagem das placas que
continham entre 20 e 200 colénias. Foram contadas todas as colbnias. Apds a
contagem, foram selecionadas duas colénias de cada placa selecionada, uma para

a prova da catalase e outra para observagao das caracteristicas morfo-tintorais.

* Prova da catalase
Foi transferida uma colénia da placa contada para uma lamina contendo
uma gota de perdoxido de hidrogénio 3%. Foram consideradas negativas as

amostras que nao apresentaram formacao de bolhas apoés o teste.

* Observagao das caracteristicas morfo-tintoriais
Foi transferida uma colénia da placa contada para uma lamina para a

realizacédo de esfregago em lamina, corado pelo método de Gram.

ApOs os testes, os cultivos que apresentaram prova da catalase negativa e
presenca de cocos ou bastonetes Gram-positivos foram considerados bactérias
laticas (Figuras 6 e 7). O resultado final da contagem foi calculado aplicando-se a

seqguinte férmula:

Resultado final = colénias contadas x diluicao utilizada x fator de corregéo

Figura 5 Crescimento Figura 6 Esfregaco em lamina Figura 7 Esfregagco em lamina

bacteriano em meio agar MRS.  corado pelo método de Gram corado pelo método de Gram
evidenciando bastonetes Gram  evidenciando cocos Gram
positivos. positivos.



5.3.3.2 Contagem de Staphylococcus spp. coagulase positiva

Foi utilizada metodologia preconizada pela Instrugdo Normativa n° 62, de 26
de agosto de 2003, do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (BRASIL,
2003).

A partir das diluicdes 10", 102, 10> e 10, foram inoculados 100 pL em
placas de Petri contendo meio agar Baird Parker (Merck® 5406) previamente
acrescido de gema de ovo e telurito de potassio. O in6culo foi espalhado com
auxilio do bastdo de “hockey” e apds absorgdo, as placas foram incubadas a 35-
37°C por 48 horas.

No meio Baird Parker, verifica-se a habilidade das bactérias pertencentes ao
género Staphylococcus de crescerem na presenga de telurito de potassio em
combinagao com cloreto de litio e glicina. O Staphylococcus spp. reduz anaeroébia e
aerobiamente o telurito de potassio, produzindo colbénias pretas. A suplementacéo
do meio com gema de ovo possibilita a verificagdo das atividades proteolitica e
lipolitica, por meio do aparecimento de um halo de transparéncia e um de
precipitacdo ao redor da coldnia, respectivamente.

As Unidades Formadora de Colbénias (UFC) que se apresentaram pretas,
brilhantes, convexas e circundadas por halo claro evidenciando a reacido de
lecitinase, foram consideradas tipicas. Ndo havendo UFC tipicas, foram contados
os diferentes tipos de crescimento no meio agar Baird Parker (LANCETTE;
BENNETT, 2001) (Figura 8).

Apos incubagdo, foi realizada a selecdo e contagem das placas que
continham entre 20 e 200 colbnias. Foram contadas as colbnias tipicas (pretas
brilhantes com anel opaco rodeadas por um halo claro) e as atipicas (pretas
brilhantes sem halo ou com um dos halos). Foi procedida ainda a selegao de cinco
tipicas e cinco atipicas para serem repicadas com algca de platina em tubos
contendo caldo “Brain Heart Infusion” (BHI) (Oxoid® CM 375) e incubadas a 35-
37°C por 24 horas.

Apos incubacdo, de cada tubo de BHI foi retirada uma aliquota para
realizacédo de esfregaco em lamina, corado pelo método de Gram. Na lamina foram
observadas as caracteristicas morfo-tintoriais ao microscopio (Olympus BX41) pela

bacterioscopia de imersdo. Os cultivos que a microscopia Optica apresentaram



cocos Gram-positivos, foram selecionados para as provas da catalase e coagulase
(Figura 9).

* Prova da catalase

Uma aliquota do subcultivo em BHI foi transferida com alga de platina e
estriada na superficie do agar Nutriente (Merck® 5450) inclinado em tubo, que foi
em seguida incubado a 35-37°C por 24 horas.

A leitura da prova foi realizada através do gotejamento de peroxido de
hidrogénio 3% no tubo contendo agar Nutriente. Foram consideradas positivas as
amostras que apresentaram formacao de bolhas apdés o gotejamento. A
efervescéncia indica que o cultivo possui a enzima catalase, que decompde o

peroxido de hidrogénio, liberando oxigénio (Figura 10).

* Prova da coagulase

Foram transferidos 300 pyL do subcultivo em BHI para micro tubo tipo
“Eppendorf” contendo 300 pyL de plasma de coelho (Laborclin® Coagu-plasma)
previamente diluido em solugdo fisiologica estéril. A incubacéao foi realizada a 35-
37°C por 18 a 24 horas. A prova baseia-se na comprovagao da capacidade de
coagular o plasma oxalatado de coelho pela agcdo da enzima coagulase. A
formagdo de um coagulo grande e organizado ou a coagulagdo total foram
considerados resultados positivos (Figura 11).

O resultado final da contagem foi obtido pelo numero de colénias da
contagem inicial, multiplicado pela diluigdo e pelo fator de corregédo, quando todas
as repicadas foram confirmadas.

Quando o numero de colénias confirmadas foi diferente do numero de

repicadas, o resultado final foi calculado utilizando-se a férmula:

Resultado = colbnias contadas x colbnias confirmadas x diluicdo utilizada x fator de correcéo

colbnias repicadas

Como para confirmacdo foram repicadas cinco colbnias tipicas e cinco
atipicas, o resultado final foi obtido pela soma dos resultados das colbnias tipicas e

atipicas confirmadas.



Figura 8 Crescimento bacteriano em meio Figura 9 Esfregago em lamina corado
agar Baird Parker. pelo método de Gram evidenciando cocos
Gram positivos.

Figura 10 Prova da catalase positiva. Figura 11 A esquerda, prova da
catalase positiva; a direita, prova da
coagulase positiva.

5.3.3.3 Enumeracao de coliformes totais e Escherichia coli

Foi utilizado o método de miniaturizagdo (MERCK, 2000 modificado por
FRANCO; MANTILLA, 2004), que objetiva reduzir os gastos financeiros e obter
resultados mais rapidos sem interferir na fidedignidade e especificidade da
metodologia original.

A partir das diluices 107, 102, 10° e 10™, foram transferidos 100 L para
trés séries de trés micro tubos tipo “Eppendorf” contendo 1000 pL do meio
“Fluorocult LMX Broth modified acc. to Marrafi and Ossmer” (Merck® 10620), sendo
posteriormente incubados a 35-37°C por 24-48 horas.

No meio Fluorocult, a presenga do tampao fosfato garante um rapido

crescimento de coliformes e o lauril sulfato inibe as bactérias Gram positivas. A



identificacdo simultanea de coliformes totais e E. coli € possivel pela adicado dos
substratos cromogeno e fluorogénico ao meio. O substrato cromoégeno é
metabolizado pelos coliformes, que produzem viragem de cor do meio para verde
azulado. O substrato fluorogénico atua como substancia intensificadora da sintese
enzimatica e aumenta a atividade da (B-D-galactosidase altamente especifica para
E. coli, cuja presenca é comprovada pela exposi¢ao a luz ultravioleta, mediante
aparecimento de fluorescéncia. O conteudo de triptofano do meio melhora a reacao
do indol, obtida a partir da adigao do reativo de Kovac’s onde, na presenca do indol,
ocorre aparecimento de um anel vermelho na superficie do meio, indicando teste
positivo (MERCK, 1996).

Apoés incubagéao, foi realizada a leitura. Os tubos que n&o apresentaram
mudanga de coloragdo do meio foram considerados negativos; os tubos que
apresentaram mudanga de coloragcdo do meio para azul esverdeada, foram
considerados positivos para coliformes totais; estes tubos foram entdo expostos a
lampada ultravioleta 4W/366nm (Merck® 13203), dentre os que apresentaram
fluorescéncia azul foi gotejado Reativo de Kovac’s. Os cultivos que apresentaram
fluorescéncia azul e formagdo de um anel vermelho na superficie do meio apés o

gotejamento, foram considerados positivos para E. coli (Figuras 12, 13 e 14).
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Figura 12 A esquerda, tubos Figura 13 A esquerda e a Figura 14 Esquerda para direita,
apresentando viragem do meio  direita, fluorescéncia azul sobre tubo sem alteragéo da coloragao
para verde azulado; a direita, ld&mpada ultravioleta; ao centro,  original do meio; tubo com
tubos sem alteracéo da sem fluorescéncia. alteracéo da coloragéo original,
coloragao original do meio. mas com prova do indol

negativa e trés tubos com
viragem do meio e prova do
indol positiva.



Os tubos positivos em cada uma das diluigdes foram anotados, para
posterior calculo do Numero Mais Provavel (NMP) por grama de amostra,

aplicando-se a seguinte férmula:

NMP = NMP da tabela x fator de diluicdo intermediaria x fator de correcdo
100

A tabela para obtencdo do NMP utilizada foi baseada em Swanson, Petran e
Hanlin (2001).

5.3.3.4 Isolamento e identificacdo de Salmonella spp.

Foi utilizado o método rapido proposto por Pignato et al. (1995).

Foram pesados assepticamente 25 g da amostra em embalagem plastica
estéril e em seguida adicionados 225 mL de caldo Salmosyst base (Merck® 10153).
Posteriormente, foi realizada a cominuigdo e a homogeneizacdo da amostra em
“stomacher” em velocidade normal por dois minutos, sendo incubada por seis horas
a 35-37°C. Esta etapa consistiu no pré-enriquecimento, que objetivou minimizar os
efeitos do processamento industrial dos alimentos, capazes de promover estresse
nas células de Salmonella spp., sem inativa-las biologicamente.

Apoés incubacgao, foram retirados do caldo base 10 mL do meio crescido e
transferidos para um tubo de ensaio contendo 1 mL do caldo Salmosyst suplemento
(Merck® 10141), sendo incubados a 35-37°C por 18 horas, consistindo na etapa de
enriqguecimento ndo seletivo (Figuras 15 e 16). A presenga de verde brilhante e sais
de bile bovina na formulacdo deste suplemento inibem a microbiota acompanhante
Gram positiva.

Apods o periodo de incubacgao, foi realizado esfregago em lamina corado pelo
método de Gram para a observacdo das caracteristicas morfo-tintoriais. As
subamostras que apresentaram presenga de bastonetes Gram-negativos foram
selecionadas e foram semeadas aliquotas dos cultivos correspondentes em caldo
Salmosyst através da técnica de esgotamento em placas de Petri contendo os meios
agar Salmonella diferencial ou agar Rambach (Himedia® M1078) e agar “Brilliant-
green Phenol-red Lactose Sucrose” (BPLS) para isolamento de Salmonella (Merck®

7232) para a realizagédo da etapa de plagueamento seletivo, que é baseada na



observagado das caracteristicas das colbénias crescidas nos meios. As placas foram
incubadas a 35-37°C por 24-48 horas.
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Figura 15 Tubos contendo caldo Figura 16 Tubo contendo caldo
Salmosyst suplemento antes da Salmosyst suplemento apés a
semeadura. semeadura.

O agar BPLS é um meio seletivo para isolamento de Salmonella spp., com
excegdo da Salmonella typhosa. Possui em sua formulagdo verde brilhante, lactose
e sacarose. O verde brilhante inibe o crescimento da microbiota Gram positiva
acompanhante. A maior parte das bactérias do género Salmonella ndo fermenta
sacarose e lactose, nao provocando alteracbes no meio e a fermentacao da lactose
por outros micro-organismos como coliformes, produzindo acido € evidenciada pelo
indicador de pH vermelho de fenol, que em faixa acida passa a amarelo e em faixa
alcalina a vermelho escuro. As coldnias suspeitas de Salmonella spp. se apresentam
réseas circundadas por uma zona avermelhada, as col6nias suspeitas de Coliformes
se apresentam amarelo esverdeadas (MERCK, 1996) (Figura 17).

O agar Rambach é um substrato nutritivo que possui em sua formulagao
desoxicolato de sodio, propilenoglicol e cromégeno. O desoxicolato de sédio inibe o
crescimento da microbiota Gram positiva acompanhante. A capacidade do género
Salmonella de formar acido a partir do propilenoglicol € evidenciada para diferencia-
lo das outras enterobacteridceas. As colonias suspeitas de Salmonella spp.
aparecerem no meio com coloragao avermelhada em fungédo da produgao de acido
apontada pelo indicador de pH. O cromoégeno permite a deteccdo da B-—
galactosidase e é utilizado para diferenciar Salmonella spp. de Coliformes. As
colonias suspeitas de Coliformes se apresentam como azul esverdeadas ou roxo
azuladas (MERCK, 1996) (Figura 18).



Apés incubacao, foi realizada a leitura das placas e foram consideradas como
suspeitas de Salmonella spp as placas de agar Rambach que apresentaram
colénias vermelhas e as de agar BPLS que apresentaram col6nias réseas

circundadas por uma zona avermelhada.

Figura 17 Crescimento bacteriano em Figura 18 Crescimento bacteriano em
meio BPLS, a esquerda colbnias meio Rambach, a esquerda colbnias azul
amarelas; a direita colonias roseas. esverdeadas; a direita col6nias

avermelhadas.

Para cada amostra foram selecionadas cinco colbnias suspeitas de
Salmonella spp. de cada meio de plaqueamento e estas foram repicadas com alca
de platina em tubos contendo caldo BHI e incubadas a 35-37°C por 24 horas.

Apods incubagao, as coldnias foram submetidas as provas bioquimicas, para

evidenciagao das caracteristicas fisioloégicas e metabdlicas das culturas suspeitas.

* Reagao em agar “Triple Sugar Iron” (TSI)

Foi inoculada com o auxilio de alga de platina uma aliquota do crescimento
em BHI para o agar TSI (Merck® 3915) através de picada profunda estriando na
superficie. Em seguida foi incubado a 35-37°C por 24 horas.

No agar TSI estdo presentes glicose (1g/L), lactose (10g/L) e sacarose
(10g/L) e como a glicose € um monossacarideo e estd em baixa concentragéo, €
rapidamente fermentada anaerobicamente, formando acido no fundo do tubo, o que
torna o meio amarelo, pela viragem do indicador vermelho de fenol. A maior parte
das bactérias do género Salmonella ndo fermenta sacarose e lactose, néo
provocando alteragdes no meio. Como a fonte de glicose é rapidamente esgotada, a
bactéria passa a degradar aerobicamente o substrato protéico do meio, produzindo
aménia (NHs3) alcalinizando o meio e modificando a coloracdo do bisel para



vermelho, devido ao indicador vermelho de fenol. Pode ocorrer uma coloragao preta
pela redugao do tiossulfato de sédio do meio, formando gas sulfidrico na fase
intermediaria do tubo (MERCK, 1996).

Apoés incubacao foi realizada a leitura e foram considerados positivos para
Salmonella spp. os tubos que apresentaram-se acidos na base (coloragao
amarelada), com ou sem producao de gas e alcalinos no bisel (coloragdo vermelha),

com ou sem producéo de gas sulfidrico (Figura 19).

* Descarboxilacado da lisina

Foi inoculada com o auxilio de alga de platina uma aliquota do crescimento
em BHI para o agar “Lysine Iron Agar” (LIA) (Merck® 11640) através de picada
profunda estriando na superficie. Em seguida, foi incubado a 35-37°C por 24 horas.

No &gar LIA, num primeiro momento, ocorre acidificagdo do meio pela
fermentagdo da glicose, com viragem do indicador purpura de bromocresol para
amarelo. Posteriormente, ocorre a descarboxilagdo da lisina resultando na produgao
de uma diamina (cadaverina) e dioxido de carbono (CO;) que conferem ao meio
caracteristicas de alcalinidade, e nova viragem do indicador, que passa de amarelo
para violeta (MERCK, 1996).

ApoOs incubacgao foi realizada a leitura e foram considerados positivos para
Salmonella spp. os tubos que apresentaram-se alcalinos na base e no bisel

(coloragéo violeta), com ou sem formagao de gas sulfidrico (Figura 19).

* Desaminacao da Fenilalanina

Foi inoculada com o auxilio de algca de platina uma aliquota do crescimento
em BHI para o agar Fenilalanina (Difco® 7450-01-9) através de estriamento na
superficie. Em seguida foi incubado a 35-37°C por 24 horas.

Apo6s incubacgao, foi realizada a leitura com o gotejamento de Cloreto férrico
10% e observacdo da alteragao da coloragao da cultura na superficie do bisel de
amarelo para verde, indicando desaminagédo da fenilalanina. Foram considerados
negativos para Salmonella spp. os cultivos que apresentaram mudancga de coloragao

para verde, visto que a Salmonella spp. ndo desamina a fenilalanina (Figura 20).



* Producgao de Urease

Foi semeada uma aliquota do crescimento em BHI para o caldo Uréia
(Merck® 8483). Em seguida foi incubado a 35-37°C por 24 horas.

Apoés incubacgao, foi realizada a leitura através da observagao da coloracao
do meio. Foram considerados negativos para Salmonella spp. os cultivos que
apresentaram mudanca de coloragao de roxo para rosa, indicando alcalinizacdo do
meio devido a acado da urease sobre a uréia. Os cultivos em que a coloragao do
meio nao se alterou, foram considerados positivos, visto que a Salmonella spp. néo

produz urease (Figura 21).

Figura 19 A esquerda meio Figura 20 Meio agar Figura 21 Meio caldo Uréia,
TSI com fundo amarelo e Fenilalanina apds a esquerda e a direita,
bisel vermelho; a direita, meio gotejamento de Cloreto manutenc¢ao da coloragao
LIA com coloracgéo violeta. férrico, a esquerda, alteracdo  do meio; no centro,

da coloragao da cultura de mudanca de coloragao do

amarelo para verde; a direita  meio de roxo para rosa.
manutencao da coloragao da
cultura.

5.3.3.5 Enumeracéo de Enterococcus spp.

Foi utilizado o método de miniaturizacdo (MERCK, 2000 modificado por
FRANCO; LEITE, 2005).

A partir das diluicdes 107", 102, 10 e 10, foram semeados 100 pL das
mesmas, em trés séries de trés micro tubos tipo “Eppendorf” contendo 1000 pL do
meio “Chromocult Enterococci Broth” (Merck® 10294), sendo posteriormente
incubados a 45°C por 24-48 horas.



O meio Chromocult possui em sua formulagdo azida sodica que confere
inibicdo das bactérias Gram negativas, além de substrato cromégeno que é
metabolizado pela enzima [-D-glucosidase, resultando numa mudanga de
coloragéo do meio para verde azulado (MERCK, 1996).

Apoés incubacgao, foi realizada a leitura. Os tubos que nao apresentaram
mudanca de coloracdo do meio, foram considerados negativos, os tubos que
apresentaram mudanca foram considerados positivos para Enterococcus spp
(Figura 22).

Os tubos positivos em cada uma das diluicbes foram anotados, para

posterior calculo do NMP por grama de amostra, aplicando-se a seguinte férmula:

NMP = NMP da tabela x fator de diluicdo intermediaria x fator de correcéo

100

Figura 22 A esquerda, ndo
alteragao da coloragéao original
do meio; a direita, viragem do
meio para verde azulado.

5.3.3.6 Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos (TSA) para as estirpes de

Staphylococcus spp. coagulase positiva e Escherichia coli isoladas

Foi utilizada metodologia preconizada pelo “Clinical and Laboratory Standards
Institute” (CLSI, 2003).

Um subcultivo de cada amostra confirmada de Staphylococcus spp.
coagulase positiva e trés subcultivos da unica amostra positiva para Escherichia coli
foram submetidos ao TSA para determinacdo de sensibilidade das estirpes

isoladas.



Uma aliquota de cada subcultivo, previamente repicado em BHI e incubado
a 35-37°C por 24 horas, foi transferida com alca de platina e estriada na superficie
do agar Triptona de Soja (Oxoid CM 131), que foi em seguida incubado a 35-37°C
por 24 horas. Apds incubacao, foi realizada uma emulsdo com 2 a 4 mL de solugao
salina esterilizada e a suspensao foi ajustada para o padrdo numero um da escala
de Mc Farland. Este padrdo corresponde a 3,8x10® micro-organismos/mL. Com o
uso de “swab” estéril, o indculo foi espalhado homogeneamente na superficie de
placa contendo agar Mueller-Hinton (Merck® 5437) previamente vazado e incubado
a 35-37°C uma hora antes da semeadura. Em seguida, com auxilio de pinca
previamente flambada e esfriada, foram colocados os polidiscos (Sensifar-Cefar®)
sobre a superficie do meio. As placas foram incubadas a 35-37°C por 24 horas.

A leitura foi realizada com o uso do haldmetro (Cefar®) que permite a
afericdo do halo da zona de inibicdo. As estirpes foram classificadas em Sensiveis
(S), Moderadamente Sensiveis (MS), Intermediarias (I) ou Resistentes (R) de
acordo com o diametro da zona de sensibilidade padrdo estabelecida para cada
antimicrobiano (Figuras 23 e 24).

Os antimicrobianos testados para Staphylococcus spp. coagulase positiva
foram: Aztreonam (ATM), Cefoxitina (CFO), Ceftriaxona (CRO), Clindamicina (CLI),
Cloranfenicol (CLO), Eritromcina (ERI), Gentamicina (GEN), Oxacilina (OXA),
Penicilina G (PEN), Tetraciclina (TET) e Vancomicina (VAN). Os antimicrobianos
testados para E. coli foram: Amicacina (AMI), Ampicilina (AMP), ATM, Cefalotina
(CFL), Cefotaxima (CTX), Cefoxitina (CFO), Ceftadizima (CAZ), Ceftriaxona (CRO),
Cloranfenicol (CLO), Gentamicina (GEN), Sulfazotrim (SUT), Tetraciclina (TET) e
Tobramicina (TOB).

5.3.3.7 Sorologia das estirpes isoladas de Escherichia coli

A técnica utilizada foi descrita por Ewing (1986). O subcultivo positivo para E.
coli foi repicado em caldo BHI e incubado a 35-37°C por 24 horas.

Apds incubagdo, uma aliquota do cultivo em BHI foi retirada com alga de
platina e estriada na superficie do agar Nutriente inclinado em tubo, que foi em
seguida incubado a 35-37°C por 24 horas. Posteriormente, foi feita uma emulséo

com 2 a 4 mL de solugédo salina esterilizada e a suspenséo foi ajustada para o



padrdo nimero um da escala de Mc Farland. Este padrdo corresponde a 3,8x10°
micro-organismos/mL. Com auxilio da al¢a de platina, foram retiradas aliquotas da
emulsao e colocadas em placa de vidro para sorologia, em seguida, foram gotejados
os soros polivalentes, homogeneizados por um minuto e observados contra a luz.
Foram consideradas positivas as colénias testadas que apresentaram aglutinagao
(Figura 25). Todas as colbnias positivas na soroaglutinagcdo com os anti-soros
polivalentes foram testadas com os anti-soros monovalentes correspondentes. O

soro utilizado foi previamente testado com uma gota de solugdo salina esterilizada

para verificar a ocorréncia da aglutinagao.

Figura 23 Placa de agar Mueller  Figura 24 Leitura de halo da Figura 25 Aglutinagéo de soro
Hinton evidenciando halos de zona de inibicdo em Placa de polivalente para E.coli.
sensibilidade e resisténcia aos agar Mueller Hinton com

antimicrobianos. halémetro.

5.3.4 Determinacao da atividade de agua

A determinagdo da Aa foi realizada utilizando o aparelho PAwkit (Decagon
Devices®) cedido pelo Laboratério de Controle Fisico-Quimico da Faculdade de
Veterindria da Universidade Federal Fluminense. Cada unidade amostral foi
analisada em duplicata, com o aparelho previamente calibrado, seguindo o manual
de operagao do fabricante.

Foram colocadas fatias de cada amostra em um recipiente previamente
lavado com agua destilada. Em seguida o recipiente foi tampado e introduzido no
local adequado no PAwkit. O equipamento foi ligado e apds alguns minutos, deu-se
a determinagdo da Aa (Figuras 26, 27 e 28). Apds a colocagdo da amostra no

equipamento, um sensor de umidade dielétrico detecta as mudangas na condugéo



elétrica que ocorrem com a alteragdo da umidade relativa do compartimento com a
amostra. Por monitoragdo da mudancga da atividade da condugao elétrica, a umidade
relativa do espaco é computada. Quando a Aa da amostra e a umidade relativa do ar

atingem o equilibrio, o aparelho fornece a Aa da amostra.
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Figura 26 Introducéo da Figura 27 Introducéo do recipiente Figura 28 Determinacgao
amostra no recipiente. tampado no aparelho. da Aa.

5.4 ANALISE ESTATISTICA

Para as anadlises estatisticas foram utilizadas ferramentas de estatistica
descritiva e de inferéncia. No caso de variaveis qualitativas, foram utilizados o Teste
Exato de Fisher ou o Teste de qui-quadrado para comparacédo de grupos. Para as
variaveis quantitativas, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis na
comparacgao de duas ou mais amostras independentes e o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney para comparagdo de duas amostras independentes. Foi realizada
uma andlise de correlagao linear, adotando o coeficiente de correlagao linear de
Spearman, entre as variaveis quantitativas, com teste de significancia para as
mesmas. Foi adotado um nivel de significancia de 5% nas analises globais e um

valor de 2% nas comparagdes multiplas.



6 RESULTADOS

Os resultados observados na pesquisa encontram-se abaixo relacionados. As
tabelas 1, 2 e 3 apresentam os resultados das analises bacteriolégicas e da
atividade de agua realizadas sobre as amostras de salame e separadas por forma
de comercializagdo. As demais tabelas e figuras encontram-se agrupadas por

variavel analisada para facilitar a interpretagao dos resultados.



Tabela 1: Resultados referentes a marca, Aa, coliformes totais, Escherichia coli,

Enterococcus spp., Staphylococcus spp. coagulase positiva, Salmonella spp. e

bactérias laticas para amostra inteira.

Marca Aa CT EC E/g SCP/g S/25¢g BL

(NMP/g) | (NMP/g) | (NMP/g) (UFClg)

0,70 | 2,3x10° 0 4,4x10° | 3,3x10° 0 2,2x10’

0,68 | 2,4x10° 0 0 2,0x10* 0 3,2x10’

B 0,70 | 2,4x10° 0 7,0x10" | 2,8x10° 0 2,1x10°
C 0,76 | 1,5x10° 0 1,1x10° | 1,4x10° 0 1,4x10°
C 0,71 2,3x10° 0 1,1x10% | 4,3x10° 0 4,0x10"
D 0,67 | 4,6x10° 0 4,0x10" | 2,4x10° 0 7,2x10°
D 0,67 | 2,3x10° 0 9,3x10° | 4,5x10° 0 1,6x10"
E 0,67 | 1,2x10° 0 9,0x10" | 3,4x10* 0 6,9x10’
E 0,72 | 2,3x10° 0 4,4x10° 0 0 6,3x10°
F 0,67 | 4,3x10° 0 0 1,4x10* 0 1,8x10°
F 0,69 | 4,3x10° 0 3,0x10' 0 0 2,6x10°
F 0,70 | 1,1x10° 0 2,4x10° | 1,4x10* 0 7,0x10’
F 0,75 | 9,0x10’ 0 2,8x10° | 5,4x10° 0 4,7x10°
F 0,78 1,1x10° 0 2,1x10° | 1,1x10° 0 1,3x10"
G 0,82 | 2,3x10° 0 3,0x10" | 2,2x10° 0 2,8x10’
G 0,76 | 2,3x10° 0 2,9x10° | 2,8x10° 0 7,8x10’
H 0,61 9,3x10° 0 2,3x10° | 8,9x10* 0 8,4x10°
H 0,74 0 0 4,3x10° 0 0 4,7x10°
H 0,74 | 2,3x10° 0 4,3x10° | 7,2x10° 0 2,9x10’
H 0,70 | 4,3x10° 0 4,6x10° 0 0 9,9x10°
H 0,71 4,6x10° 0 9,0x10" | 2,0x10° 0 1,5x10°
H 0,75 | 2,3x10° 0 0 3,7x10° 0 1,9x10"
H 0,76 | 9,0x10’ 0 2,3x10° | 2,7x10° 0 9,1x10’
[ 0,75 | 4,0x10' 0 4,6x10° | 2,0x10° 0 1,3x10"
| 0,79 0 0 0 0 0 2,4x10°

* Aa — Atividade de agua
* CT - Coliformes Totais

* EC — Escherichia coli

* E — Enterococcus spp.
* SCP — Staphylococcus spp. coagulase positiva

* S — Salmonella spp.

* BL — Bactérias Laticas



Tabela 2: Resultados referentes a marca, Aa, coliformes totais, Escherichia coli,
Enterococcus spp., Staphylococcus spp. coagulase positiva, Salmonella spp. e

bactérias laticas para amostra fatiada na industria.

Marca Aa CT EC/g E/g SCP/g S/25¢g BL

(NMP/g) | (NMP/g) | (NMP/g) (UFClg)
A 0,65 | 2,3x10° 0 2,3x10° | 4,6x10° 0 4,0x10’
A 0,79 | 2,3x10° 0 4,0x10" | 1,3x10° 0 1,0x10"
B 0,73 | 2,3x10° 0 4,0x10" | 6,4x10° 0 4,6x10"
F 0,66 0 0 0 6,3x10° 0 2,8x10’
F 0,69 | 2,3x10° 0 0 1,3x10° 0 4,6x10"
F 0,71 2,3x10° 0 0 6,0x10° 0 4,9x10"
F 0,83 | 4,6x10° 0 2,3x10% | 2,3x10° 0 1,0x10°
F 0,75 | 2,3x10° 0 0 0 0 9,1x10’
F 0,75 | 2,3x10° 0 0 1,0x10° 0 2,2x10°
F 0,79 | 2,3x10° 0 0 4,0x10° 0 5,8x10°
F 0,72 | 2,3x10° 0 0 1,3x10" 0 1,3x10°
F 0,79 | 2,3x10° 0 1,56x10° | 5,2x10° 0 1,2x10°
F 0,65 | 2,3x10° 0 0 1,4x10° 0 5,8x10°
F 0,79 | 2,3x10° 0 4,0x10’ 0 0 3,2x10’
H 0,56 | 2,3x10° 0 7,0x10" | 1,4x10° 0 6,8x10°
H 0,72 | 2,3x10° 0 3,0x10" | 7,8x10° 0 1,2x10°
H 0,73 1,1x10" 0 9,0x10" | 5,1x10" 0 2,5x10"
H 0,79 | 1,1x10° 0 1,56x10° | 2,0x10° 0 5,0x10’
H 0,72 | 1,1x10° 0 1,5x10° | 3,0x10° 0 2,4x10’
H 0,89 1,1x10° 0 4,3x10° | 1,0x10" 0 4,3x10"
H 0,79 | 4,3x10° 0 1,1x10° | 6,0x10° 0 3,0x10°
H 0,70 | 2,4x10° 0 2,4x10° | 2,7x10° 0 1,0x10°
H 0,71 2,3x10° 0 2,3x10° | 2,1x10* 0 5,3x10’
H 0,76 | 9,3x10° 0 3,0x10" | 4,2x10° 0 2,8x10’
H 0,78 | 4,3x10° 0 2,3x10% | 4,2x10° 0 9,8x10’

* Aa — Atividade de agua

* CT — Coliformes Totais

* EC — Escherichia coli

* E — Enterococcus spp.

* SCP — Staphylococcus spp. coagulase positiva
* S — Salmonella spp.

* BL — Bactérias Laticas



Tabela 3: Resultados referentes a marca, Aa, coliformes totais, Escherichia coli,

Enterococcus spp., Staphylococcus spp. coagulase positiva, Salmonella spp. e

bactérias laticas para amostra fatiada no estabelecimento varejista.

Marca Aa CT EC E SCP/g S/25¢g BL

(NMP/g) | (NMP/g) | (NMP/g) (UFClg)
A 0,65 | 2,3x10° 0 1,1x10* | 3,5x10° 0 1,1x10°
B 0,69 | 9,3x10° 0 5,3x10° | 1,8x10* 0 3,5x10’
C 0,64 | 1,1x10° | 2,3x10° | 3,9x10° | 1,2x10° 0 1,2x10°
E 0,68 | 1,1x10° 0 0 2,4x10° 0 5,7x10’
E 0,63 1,1x10" 0 7,0x10" | 2,4x10° 0 6,6x10"
F 0,64 | 1,2x10° 0 4,0x10’ 0 0 9,1x10°
F 0,73 | 4,6x10° 0 2,4x10° | 2,3x10° 0 1,6x10°
F 0,61 9,3x10° 0 2,3x10° | 4,4x10° 0 2,0x10"
F 0,68 | 2,3x10° 0 0 2,7x10° 0 4,7x10’
F 0,77 0 0 1,1x10* | 4,2x10* 0 1,2x10"
G 0,61 9,3x10° 0 4,6x10° | 6,6x10* 0 7,8x10’
G 0,76 | 2,3x10° 0 1,1x10* | 2,0x10* 0 7,8x10’
G 0,65 | 4,3x10° 0 2,8x10% | 7,0x10° 0 7,8x10’
G 0,68 1,1x10" 0 1,1x10* | 3,5x10" 0 4,2x10"
H 0,62 | 2,1x10° 0 1,1x10* | 6,4x10° 0 1,3x10"
H 0,67 | 1,2x10° 0 4,0x10" | 2,1x10* 0 1,0x10"
H 0,66 | 2,3x10° 0 4,3x10° 0 0 6,2x10°
H 0,64 | 1,1x10° 0 4,6x10° | 2,6x10° 0 7,8x10’
H 0,63 | 1,1x10° 0 4,6x10° | 1,8x10° 0 8,6x10°
H 0,62 1,1x10" 0 4,6x10° | 1,8x10° 0 5,1x10°
H 0,65 | 2,3x10° 0 2,4x10° | 4,3x10° 0 3,7x10°
H 0,67 | 4,6x10° 0 4,3x10° | 4,5x10" 0 8,7x10°
H 0,76 | 4,3x10° 0 2,4x10° | 2,3x10* 0 6,5x10°
H 0,65 | 2,3x10° 0 9,3x10° | 7,6x10° 0 1,4x10°
[ 0,64 | 6,1x10' 0 9,0x10" 0 0 3,6x10°

* Aa — Atividade de agua
* CT - Coliformes Totais

* EC — Escherichia coli

* E — Enterococcus spp.
* SCP — Staphylococcus spp. coagulase positiva

* S — Salmonella spp.

* BL — Bactérias Laticas



6.1 BACTERIAS LATICAS

As marcas D, G, H e | ndo continham no rétulo a declaracao da utilizagao de
culturas “starter’, mas as amostras provenientes destas marcas apresentaram
valores de contagens de bactérias laticas semelhantes as demais marcas, que
continham a declaragao no rétulo (Tabelas 1, 2 e 3).

Na Tabela 4 encontram-se os dados referentes a analise exploratéria da

variavel contagem de bactérias laticas.

Tabela 4 Analise exploratoria da variavel bactérias laticas para as trés formas de

comercializacao, peca inteira, fatiada na industria e fatiada no varejo.

Tipo | média P,s Mediana(Pso) Ps desvio padrdo | minimo | maximo
Pl | 3,7x10" | 6,0x10° 1,6x10” 4,9x10" 5,2x10" 4,7x10" | 2,2x10°
FI | 4,3x10" | 4,9x10° 2,8x10" 7,0x10" 4,7x107 5,1x10° | 1,6x10°
FV | 6,0x10" | 1,0x10" 4,7x10” 7,8x10" 7,5x10" 3,6x10" | 3,7x10°

* Pys = 25% dos valores apresentam-se abaixo do valor Pas.
* Mediana (Pso) = 50% dos valores apresentam-se abaixo do valor Px.
* P75 = 75% dos valores apresentam-se abaixo do valor P7s.

Comparando-se os resultados obtidos, constatou-se heterogeneidade nos
valores observados dentro de cada forma de comercializagdo, uma vez que o valor
do desvio padrao apresentou-se maior que o valor da meédia, indicando variabilidade.

As amostras fatiadas na industria foram as que apresentaram as menores
variagdes nas contagens de bactérias laticas (10°-10°).

Os valores da mediana diferiram pouco dos da média dentro de cada grupo
observado. O maior valor da mediana foi observado nas amostras fatiadas no varejo,
50% destas apresentaram valores inferiores a 4,7x10”; o menor valor foi observado
nas amostras inteiras, 50% destas apresentaram valores inferiores a 1,6x10".

O maior valor do Pys foi encontrado nas amostras fatiadas no varejo, 25%
apresentaram valores inferiores a 1,0x10”; o menor valor foi observado nas amostras
fatiadas na indUstria, 25% apresentaram valores inferiores a 4,9x10°.

Os percentis P75 apresentaram pouca diferenga entre os grupos, o maior
valor do P75 foi encontrado nas amostras fatiadas no varejo, 75% apresentaram
valores inferiores a 7,8x10’; o menor valor foi observado nas amostras inteiras, 75%

apresentaram valores inferiores 4,9x10’.



Os valores da contagem de bactérias laticas foram, em geral, menores nas
amostras inteiras e os maiores valores foram observados nas amostras fatiadas no
varejo (Figura 29).

Utilizando o teste de Kruskal-Wallis, ndo foi detectada a presencga de alguma
diferenca estatisticamente significativa entre as trés formas de comercializagéao

quanto a contagem de bactérias laticas (valor p=0,336).

Figura 29 Representacdo grafica dos valores da contagem de bactérias laticas

encontrados para as trés formas de comercializagao.
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6.2 Staphylococcus spp. COAGULASE POSITIVA

A aplicagdo da estatistica descritiva sobre os dados da variavel

Staphylococcus spp. coagulase positiva € demonstrada nas tabelas 5,6 e 7.

Tabela 5 Distribuicdo da frequencia de Staphylococcus spp. coagulase positiva por

forma de comercializagéo, peca inteira, fatiada na industria e fatiada no varejo.

Tipo Fora do padréao | Dentro do padrao Total
Pl 18 (72,0%) 7 (28,0%) 25 (100,0%)
Fl 20 (80,0%) 5 (20,0%) 25 (100,0%)
FV 20 (80,0%) 5 (20,0%) 25 (100,0%)
PI+FI+FV 58 (77,3%) 17 (22,7%) 75 (100,0%)

Através dos valores apresentados na Tabela 5, foi possivel perceber um
maior numero de amostras fora do padrdo tanto no numero total de amostras
analisadas, quanto com relagdo a cada forma de comercializagcdo. Foi observada
semelhancga entre os valores das estatisticas calculadas para as amostras inteiras,
fatiadas na industria e fatiadas no varejo.

Observa-se na Figura 30 que os valores da contagem de Staphylococcus
spp. coagulase positiva apresentaram-se, em sua maior parte, fora do padrdo para
as trés formas de comercializagéo, sendo que as amostras fatiadas na industria e no
varejo apresentaram maiores propor¢coes de amostras fora do padrdo que as
amostras inteiras.

Utiizando o teste de qui-quadrado, ndo foi detectada diferenca
estatisticamente significativa entre as trés formas de comercializagdo quanto a
proporcao de amostras fora do padrdo, ao nivel de significancia de 5% (valor
p=0,738).



Figura 30 Grafico em colunas totais representando a distribuicdo de frequéncia
encontrada para as trés formas de comercializagdo para a variavel Staphylococcus

spp. coagulase positiva.
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Tabela 6 Analise exploratéria da variavel Staphylococcus spp. coagulase positiva

para as trés formas de comercializagao, pecga inteira, fatiada na industria e fatiada no

varejo.

Tipo | média P,s Mediana(Pso) Ps desvio padrdo | minimo | maximo
Pl | 3,4x10° | 4,6x10° 2,8x10* 2,5x10° 8,9x10° 0 4,3x10°
FI | 3,1x10° | 1,0x10" 2,3x10° 1,6x10° 1,0x10" 0 5,1x10’
FV | 2,6x10° | 1,9x10" 4,5x10* 2,4x10° 5,5x10° 0 2,6x10°

* Pys = 25% dos valores apresentam-se abaixo do valor Pos.
* Mediana (Psp) = 50% dos valores apresentam-se abaixo do valor Psx.
* P75 = 75% dos valores apresentam-se abaixo do valor P7s.

Em relagdo a variavel Staphylococcus spp. coagulase positiva, verificou-se
que, para as trés formas de comercializacdo do salame, o valor do desvio padréao
apresentou-se maior que o valor da média, indicando heterogeneidade nos valores
observados dentro de cada forma de comercializagdo. A maior variabilidade foi
encontrada nas amostras fatiadas na industria.

Os valores da mediana diferiram dos da média dentro de cada grupo, sinal de

presencga de valores discrepantes. O maior valor da mediana foi observado nas



amostras fatiadas na industria, onde 50% apresentaram valores inferiores a 2,3x105;
o menor valor foi observado nas amostras inteiras, 50% apresentaram valores
inferiores a 2,8x10%.

Os percentis Py5 apresentaram diferenga entre os grupos, o maior valor do
P25 foi encontrado nas amostras fatiadas no varejo, 25% apresentaram valores
inferiores a 1,9x104; o menor valor foi observado nas amostras inteiras, 25%
apresentaram valores inferiores a 4,6x10°,

Os percentis P75 apresentaram diferenga entre os grupos, o maior valor do
P;s foi encontrado nas amostras fatiadas na industria, 75% apresentaram valores
inferiores a 1,6x106; o menor valor foi observado nas amostras fatiadas no varejo,
75% apresentaram valores inferiores 2,4x10°.

Os valores da contagem de Staphylococcus spp. coagulase positiva foram,
em geral, menores nas amostras inteiras e fatiadas no varejo e os maiores valores
foram observados nas amostras fatiadas na industria (Figura 31).

Utilizando o teste de Kruskal-Wallis, ndo foi detectada a presencga de alguma
diferenca estatisticamente significativa entre as trés formas de comercializagéo

quanto a contagem de Staphylococcus spp. coagulase positiva (valor p=0,124).



Figura 31 Representacao grafica dos valores da contagem de Staphylococcus spp.

coagulase positiva encontrados para as trés formas de comercializagao.
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Tabela 7 Comportamento das estirpes de Staphylococcus spp. coagulase positiva

isoladas nas trés formas de comercializagao, frente aos antimicrobianos testados.

ATM CFO CLI CLO CRO ERI GEN OXA PEN TET VAN
R 84,0% | 8,0% 21,3% | 13,3% | 9,.3% 17,3% | 6,7% 22,7% | 54,7% | 8,0% 12,0%
I 0% 0% 28,0% | 13,3% | 0% 10,7% | 1,3% 16,0% | 0% 12,0% | 0%

MS | 1,3% 0% 0% 0% 37,3% | 0% 0% 0% 0% 0% 0%

S 1,3% 787% | 37,3% | 60,0% |40,0% |58,7% |78,7% |48,0% |32,0% |66,7% | 74,7%

S/IC | 133% | 13,3% | 133% | 13,3% | 13,3% | 13,3% | 13,3% | 13,3% | 13,3% | 13,3% | 13,3%

T 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0%

* R —resistente

* | — resisténcia intermediaria

* MS — moderadamente sensivel
* S — sensivel

* S/C — sem crescimento

* T — total



Através dos valores apresentados acima, foi possivel perceber que as
estirpes de Staphylococcus spp. coagulase positiva isoladas das 75 amostras
apresentaram 84,0% de resisténcia ao Aztreonam e 54,7% de resisténcia a
Penicilina G.

Com relagdo a sensibilidade, as estirpes apresentaram 78,7% de
sensibilidade a Gentamicina; 78,7% de sensibilidade a Cefoxitina; 74,7% de
sensibilidade a Vancomicina; 66,7% de sensibilidade a Tetraciclina; 60,0% de
sensibilidade ao Cloranfenicol; 58,7% de sensibilidade a Eritromicina; 48,0% de
sensibilidade a Oxacilina; 40,0% de sensibilidade a Ceftriaxona e 37,3% de
sensibilidade e 28,0% de resisténcia intermediaria a Clindamicina.

Foi realizado o teste de qui-quadrado para os antimicrobianos testados, para
observar se havia semelhanca entre as trés formas de comercializagdo, com relagao
a sensibilidade antimicrobiana. O valor p para cada antimicrobiano testado encontra-
se na tabela 8.

Tabela 8 Valor p para os antimicrobianos testados nas estirpes isoladas de

Staphylococcus coagulase positiva nas trés formas de comercializagao.

Antimicrobiano | ATM | CFO | CLI CLO | CRO | ERI GEN | OXA | PEN | TET | VAN

Valor p 0,661 | 0,304 | 0,804 | 0,686 | 0,692 | 0,846 | 0,853 | 0,970 | 0,887 | 0,917 | 0,994

* indica diferencga estatistica

Os valores p nao indicam a presenca de diferengca estatisticamente
significativa entre as formas de comercializagdo quanto a sensibilidade de cada

antimicrobiano testado.

6.3 COLIFORMES TOTAIS E Escherichia coli

Na Tabela 9 estdo contidos os valores obtidos através da analise exploratodria

da variavel enumeracéao de coliformes totais para as trés formas de comercializagao.



Tabela 9 Anadlise exploratéria da variavel coliformes totais para as trés formas de

comercializacao, peca inteira, fatiada na industria e fatiada no varejo.

Tipo | média P,s Mediana(Pso) Ps desvio padrdo | minimo | maximo
Pl | 1,9x10° | 2,3x10? 4.3x10° 2,3x10° 3,6x10° 0 1,5x10"
FI | 6,5x10° | 2,3x10° 2,3x107 3,3x10° 2,2x10° 0 1,1x10°
FV | 8,3x10° | 2,3x10° 1,2x10° 1,1x10" 2,2x10° 0 1,1x10°

* Pos = 25% dos valores apresentam-se abaixo do valor Pos.
* Mediana (Pso) = 50% dos valores apresentam-se abaixo do valor Px.
* P75 = 75% dos valores apresentam-se abaixo do valor P7s.

Na analise exploratéria sobre os dados observou-se que, para as trés formas
de comercializagdo do salame, o valor do desvio padrao apresentou-se maior que o
valor da média, indicando variabilidade nos valores observados dentro de cada
forma de comercializagio.

Os valores das medianas dentro de cada grupo diferiram dos das meédias,
sinal de presenca de valores discrepantes nos resultados obtidos. O maior valor da
mediana foi encontrado nas amostras fatiadas no varejo, 50% apresentaram valores
inferiores a 1,2x10% o menor valor foi observado nas amostras fatiadas na industria,
50% apresentaram valores inferiores a 2,3x10°.

Através da analise dos percentis, foi possivel perceber que as amostras das
trés formas de comercializagéo apresentaram 25% dos valores inferiores a 2,3x10%
As amostras fatiadas na industria, apresentaram o mesmo valor de Py € Psp. A
diferenca entre as trés formas de comercializagao foi evidenciada na observagao do
P.s, cujo maior valor encontrado foi nas amostras fatiadas no varejo (1,1x10%) e o
menor valor encontrado foi nas amostras inteiras (2,3x103).

Os valores da enumeracao de coliformes totais foram, em geral, menores nas
amostras inteiras e os maiores valores foram apresentados nas amostras fatiadas no
varejo. Em geral, a variabilidade foi maior no grupo de FV. Foram observados
valores muito discrepantes nas amostras fatiadas na industria e no varejo,
correspondendo aos seus maximos apresentados na Tabela 9, que foram retirados
da Figura 32 para facilitar a visualizagao.

Utilizando o teste de Kruskal-Wallis, ndo foi detectada a presencga de alguma
diferenca estatisticamente significativa entre as trés formas de comercializagéo

quanto a enumeracgao de coliformes totais (valor p=0,155).



Figura 32 Representacdo grafica dos valores da enumeragao de coliformes totais

encontrados para as trés formas de comercializagao.
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Entre as 75 amostras analisadas, apenas uma (14FV) apresentou presenga
de E. coli, porém, o valor encontrado na enumeragao foi inferior ao estabelecido na
legislagao para coliformes a 45°C.

A sorologia e o teste de sensibilidade frente aos antimicrobianos foram
realizados com o subcultivo positivo da amostra 14FV.

A amostra 14FV foi identificada sorologicamente como EPEC Poli B O 114.



Tabela 10 Comportamento da estirpe de Escherichia coli isolada da amostra FV

frente aos antimicrobianos testados.

AMI | AMP | ATM | CAZ | CFL | CFO | CLO | CRO | CTX | GEN | SUT | TET | TOB
S R R I R R I S S S S S S

Através da analise dos dados do comportamento da estirpe de E. coli isolada,

foi possivel perceber que houve resisténcia aos seguintes antimicrobianos:

Ampicilina, Aztreonam, Cefalotina e Cefoxitina; resisténcia intermediaria aos
seguintes antimicrobianos: Ceftadizima e Cloranfenicol e sensibilidade aos seguintes
antimicrobianos: Amicacina, Cefotaxima, Ceftriaxona, Gentamicina, Sulfazotrim,

Tetraciclina e Tobramicina,

6.4 Salmonella spp.

Entre as 75 amostras analisadas, nenhuma apresentou presenca de

Salmonella spp.

6.5 Enterococcus spp.

Os valores da estatistica descritiva resultantes da analise da variavel

enumeracao de Enterococcus spp. estao contidos na Tabela 11.

Tabela 11 Analise exploratéria da variavel Enterococcus spp. para as trés formas de

comercializagdo, peca inteira, fatiada na industria e fatiada no varejo.

Tipo | média P,s Mediana(Pso) Ps desvio padrdo | minimo | maximo
Pl | 6,0x10° | 3,5x10' 2,3x10° 3,3x10° 2,2x10* 0 1,1x10°
FI | 4,9x10° 0 4,0x10" 8,6x10° 2,2x10* 0 1,1x10°
FV | 3,9x10° | 1,8x10° 2,4x10° 6,9x10° 4.2x10° 0 1,1x10"

* Pos = 25% dos valores apresentam-se abaixo do valor Pos.

* Mediana (Psg) = 50% dos valores apresentam-se abaixo do valor Ps.

* P;s= 75% dos valores apresentam-se abaixo do valor Ps.



Pelos resultados obtidos com relacdo a variavel Enterococcus spp., foi
possivel perceber que para as trés formas de comercializagao do salame, o valor do
desvio padrdo apresentou-se maior que o valor da média, indicando variabilidade
nos valores observados dentro de cada forma de comercializagao.

Os valores da mediana diferiram dos da média dentro de cada grupo, sinal de
presenca de valores discrepantes. O maior valor da mediana foi encontrado nas
amostras fatiadas no varejo, 50% apresentaram valores inferiores a 2,4x10% o
menor valor foi observado nas amostras fatiadas na industria, 50% apresentaram
valores inferiores a 4,0x10".

Os percentis Py5 apresentaram diferenga entre os grupos, o maior valor do
P25 foi encontrado nas amostras fatiadas no varejo, 25% apresentaram valores
inferiores a 1,8x10% o menor valor foi observado nas amostras fatiadas na industria,
25% destas apresentaram valores iguais a 0.

Os percentis P75 apresentaram diferenga entre os grupos, o maior valor do
P;s foi encontrado nas amostras fatiadas no varejo, 75% apresentaram valores
inferiores a 6,9x10% o menor valor foi observado nas amostras fatiadas na industria,
75% apresentaram valores inferiores a 8,6x102.

Ocorreu 0 mesmo comportamento entre os valores maiores e menores da
mediana com relacdo as trés formas de comercializagdo para as variaveis

enumeragao de coliformes totais e enumeragéo de Enterococcus spp.



Figura 33 Representacao grafica dos valores da enumeracao de Enterococcus spp.

encontrados para as trés formas de comercializag&o.
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Observa-se na Figura 33 que os valores da enumeragdo de Enterococcus
spp. foram, em geral, menores nas amostras fatiadas na industria e que os maiores
valores foram observados nas amostras fatiadas no varejo.

Utilizando o teste de Kruskal-Wallis, foi detectada a presenca de alguma
diferenca estatisticamente significativa entre as trés formas de comercializagcéo
quanto a enumeragdo de Enterococcus spp. (valor p=0,002). Na comparagéo
multipla entre essas formas, utilizando-se o teste de Mann-Whitney para evidenciar
qual(is) era(m) a(s) diferenga(s) encontrada(s), identificou-se que as amostras

fatiadas na industria e fatiadas no varejo diferiram significativamente, em relagao aos



valores da enumeracdo de Enterococcus spp. As amostras inteiras nao diferiram
significativamente quanto a esta variavel, das amostras fatiadas na industria e no
varejo. Na tabela 12 estdo contidos os valores-p obtidos na comparagao multipla das

trés formas de comercializagao.

Tabela 12 Valores p da comparacéao entre as trés formas de comercializagao, peca

inteira, fatiada na industria e fatiada no varejo para a variavel Enterococcus spp.

Amostras comparadas | Valor p
Pl x FI 0,92
Pl x FV 0,052
FI x FV 0,001~

* indica diferenca estatistica

6.6 ATIVIDADE DE AGUA

A Tabela 13 apresenta os resultados obtidos com a aplicagao de ferramentas

de estatistica descritiva sobre os dados coletados.

Tabela 13 Analise exploratéria da variavel Aa para as trés formas de

comercializagdo, peca inteira, fatiada na industria e fatiada no varejo.

Tipo | média mediana | desvio padrdo | minimo | maximo
PI 0,72 0,71 0,047 0,61 0,82
Fl 0,74 0,73 0,068 0,56 0,89
FV 0,66 0,65 0,046 0,61 0,77

Através dos valores produzidos e apresentados na Tabela 13, foi possivel
perceber uma certa homogeneidade nos valores observados dentro de cada forma
de comercializagdo, uma vez que a variabilidade — medida através do desvio padrao
— apresentou-se pequena frente ao valor da média de cada grupo. Foi possivel notar
uma certa semelhancga entre os valores das estatisticas calculadas para as amostras

inteiras e fatiadas na industria.



Figura 34 Representacao grafica dos valores de Aa encontrados para as trés formas

de comercializagao.
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Observa-se na Figura 34 que os valores de atividade de agua foram, em
geral, menores nas amostras fatiadas no varejo e que os maiores valores de
atividade de agua foram observados nas amostras fatiadas na industria.

Utilizando o teste de Kruskal-Wallis, foi detectada a presenca de alguma
diferenca estatisticamente significativa entre as trés formas de comercializagéo
quanto a atividade de agua (valor p<0,001). Na comparagdao multipla entre essas
formas, utilizando-se o teste de Mann-Whitney para evidenciar qual(is) era(m) a(s)

diferenca(s) encontrada(s), identificou-se que as amostras fatiadas no varejo



diferiram significativamente, em relacéo aos valores de Aa, das amostras inteiras e,
também, das amostras fatiadas na industria, sendo essas duas ultimas consideradas
semelhantes entre si quanto a essa variavel. Na tabela 14 estdo contidos os valores-

p obtidos na comparac¢ao multipla das trés formas de comercializagao.

Tabela 14 Valores p da comparacéao entre as trés formas de comercializacéao, inteira,

fatiada na industria e fatiada no varejo para a variavel atividade de agua.

Amostras comparadas Valor p
Pl x FI 0,189
Pl x FV <0,001*
FI x FV <0,001*

* indica diferenca estatistica

6.7 AVALIACAO DA ASSOCIACAO ENTRE VARIAVEIS QUANTITATIVAS

A analise de correlacdo para verificagdo da possivel associagado entre as
variaveis analisadas foi realizada, ndo encontrando correlacdo entre quaisquer
variaveis quantitativas do banco de dados (bactérias laticas, Staphylococcus spp.
coagulase positiva, coliformes totais, E. coli, Salmonella spp., Enterococcus spp. €
Aa).



7 DISCUSSAO

7.1 BACTERIAS LATICAS

Apesar de nao existirem valores de referéncia para a contagem de bactérias
laticas na legislagdo nacional, sabe-se que durante o processamento industrial do
salame, esta microbiota deve ser adicionada como ingrediente, portanto sua
contagem no produto final deve ser elevada. No presente trabalho, ocorreu variagéo
de 10* a 108 UFC/g nas 75 amostras analisadas, valores semelhantes aos
estudados por Pereira (2006) que observou uma variagao de 10° a 108 UFC/g em
salames e com amplitude superior aos encontrados por Carvalho et al. (1998) que
relataram contagem média variando entre 10’ e 10® UFC/g em linguicas artesanais.

Apesar de Biasi et al. (2007), Lizaso, Chasco e Beriain (1999), Metaxopoulos
et al. (1981), Metaxopoulos, Samelis e Papadelli (2001), Montel et al. (1996),
Nassu, Gongalves e Beserra (2002), Terra (1997) e Tompkin, Mcnamara e Acuff
(2001) relatarem que a atividade metabdlica das bactérias laticas tornou-se
essencial para o controle do crescimento espontaneo de micro-organismos
patogénicos e/ou a deterioracdo bacteriana, os valores encontrados para a
contagem de Staphylococcus spp. coagulase positiva na presente pesquisa levam a
interpretacéo de que a atividade inibidora das bactérias laticas ndo tenha sido 100%
efetiva, pois do total de 75 amostras analisadas, 65 apresentaram presencga de

Staphylococcus spp. coagulase positiva.



7.2 Staphylococcus spp. COAGULASE POSITIVA

Considerando-se a importancia fundamental na produgdo de alimentos
seguros, consta na legislagdo nacional, a tolerédncia para amostra indicativa de
5x10° Staphylococcus spp. coagulase positiva/g (BRASIL, 2001). Das 75 amostras
analisadas, 58 (77,3%) apresentaram-se fora do padrao estabelecido na legislagao
(BRASIL, 2001).

As elevadas contagens de Staphylococcus spp. coagulase positiva
observadas nos trés grupos evidenciaram alta contaminacdo das amostras
analisadas, porém poucas sao as citagdes de intoxicagdes causadas por este micro-
organismo sendo veiculado por salames (SIRVETA, 2007).

Na presente pesquisa, ndo foi realizada a analise para verificagdo da
presenca de enterotoxina estafilocécica, contudo detectou-se contagens acima de
2x10° em uma amostra inteira, cinco amostras fatiadas na industria € uma amostra
fatiada no varejo, sendo importante salientar que estas amostras apresentam
contaminagao compativel com producéo de enterotoxina, sendo passiveis de causar
danos a saude do consumidor, conforme relatado por Niskaen e Nurmi (1976).

O resultado da contagem de Staphylococcus spp. coagulase positiva
encontrado na presente pesquisa, assemelha-se com os valores encontrados por
Hoffmann, Garcia-Cruz e Vinturim (1997) que, ao analisarem amostras inteiras de
salames industrializados, encontraram presencga de Staphylococcus aureus acima do
permitido pela legislagdo em 75% das amostras.

As elevadas contagens de Staphylococcus spp. coagulase positiva
encontradas na presente pesquisa foram semelhantes as observados para salames
coloniais (DALLA SANTA, 2008; KLEIN et al., 2006; LOBO et al., 2001; PERAZZOLI,
GELINSKI, 2006). Entretanto, nas amostras de salames coloniais, como n&o ha
adicdo de culturas “starter’, a fermentacdo se da através da microbiota de
crescimento espontdneo da matéria prima, ocasionando um menor controle de
micro-organismos patogénicos e/ou deterioragdo bacteriana. Por isso, esperava-se
contagens maiores de Staphylococcus spp. coagulase positiva nas amostras de
salame coloniais do que nas amostras de salames industrializados, o que nao foi

constatado pelo estudo.



Nao foi possivel relacionar a presenga de Staphylococcus spp. coagulase
positiva com a manipulagdo no momento do fatiamento porque os valores
observados na proporgcdo das amostras dentro e fora do padrdo dos trés grupos,
foram semelhantes. As amostras inteiras apresentaram menor frequéncia de
amostras fora do padréo (72,0%), mas o maior valor médio entre as trés formas de
comercializacdo. As amostras fatiadas na industria e fatiadas no varejo
apresentaram o mesmo numero de amostras fora do padrao (80,0%), sendo que a
fatiada no varejo apresentou o menor valor da média. Era esperada uma menor
frequéncia de amostras fora do padrédo no grupo das amostras inteiras, devido a
menor manipulacdo do produto, mas a observagcdo dos valores constatou alta
variabilidade dentro de cada grupo e na comparagdo multipla entre os grupos, néo
foi detectada a presencga de alguma diferenga estatisticamente significativa entre as
trés formas de comercializagao.

As estirpes de Staphylococcus spp. coagulase positiva isoladas das amostras
apresentaram maior frequéncia de sensibilidade do que de resisténcia aos
antimicrobianos testados.

Os antimicrobianos mais eficazes foram a Cefoxitina (78,7% de
sensibilidade), a Gentamicina (78,7% de sensibilidade), a Vancomicina (74,7% de
sensibilidade) e a Tetraciclina com (66,7% de sensibilidade) e os menos eficazes
foram o Aztreonam (84,0% de resisténcia) e a Penicilina G com (54,7% de
resisténcia).

Tavares (2000) relatou que no Brasil, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis mostraram-se resistentes a Penicilina G em mais de
70% das estirpes isoladas. Na presente pesquisa, os valores encontrados para as

estirpes isoladas foram menores, apresentando 54,7% de resisténcia a Penicilina G.

7.3 COLIFORMES TOTAIS E Escherichia coli

Os alimentos de origem animal podem desempenhar um importante papel na
veiculagdo de coliformes totais, coliformes termotolerantes e E. coli aos humanos,
sendo este fato considerado importante para a saude coletiva.

Nao consta na legislacdo nacional valor maximo para coliformes totais.



As amostras fatiadas no varejo apresentaram o maior valor médio e as
inteiras apresentaram o menor valor médio.

Os valores médios de coliformes totais para as trés formas de
comercializacdo foram da ordem de 10% sendo considerada elevada quando
comparada aos valores encontrados para enumeracao de Escherichia coli.

Para coliformes termotolerantes, a ANVISA estabelece através da RDC n° 12
(BRASIL, 2001) a tolerancia para amostra indicativa de 103/9. Na presente pesquisa,
foi realizada a enumeragédo de E. coli, micro-organismo pertencente ao grupo dos
coliformes termotolerantes, sendo encontrada presenga em apenas uma amostra e o
valor encontrado foi inferior ao estabelecido na legislacdo para coliformes
termotolerantes.

Os resultados desta pesquisa possuiram valores semelhantes aos obtidos
por Pereira (2006) que observou 100% das amostras de salame industrializado
dentro do padrdao da legislacdo para coliformes termotolerantes. O mesmo foi
relatado por Hoffmann, Garcia-Cruz e Vinturim (1997) que observaram a presenga
de E. coli em valores inferiores aos limites da legislacdo em 25% das amostras de
salame industrializado.

Contudo, os achados deste trabalho diferiram dos valores encontrados por
Dalla Santa (2008), Lobo et al. (2001), Magnani et al. (2000), Magro (2004),
Perazzoli e Gelinski (2006), Ritter et al. (2003) e Viott, Stolberg e Pelisser (2006),
que ao analisarem salames coloniais, observaram presenga de coliformes
termotolerantes acima dos limites da legislagao.

Supeitou-se que ocorreria uma menor frequéncia de E. coli nas amostras da
presente pesquisa quando comparadas aos estudos com amostras de salame
colonial, devido a adigado de culturas “starter” nas primeiras e, consequentemente, ao
maior controle de micro-organismos patogénicos e/ou deteriorantes, o que foi
constatado.

Considerando-se isoladamente a enumeracdo de Escherichia coli, as
amostras analisadas apresentaram boa qualidade em fungdo dos baixos numeros
encontrados.

A uUnica amostra em que foi encontrada presenca de Escherichia coli foi
proveniente do grupo das fatiadas no varejo. O que pode ser explicado pelo fato do

produto fatiado apresentar maior superficie de contato, estando mais susceptivel a



contaminacgao pelo ar, além de ser bastante manipulado por individuos nem sempre
preparados para a fungcao, o que pode ocasionar sua contaminacao.

A presenca de E. coli em apenas uma amostra quando comparada aos
elevados valores encontrados na contagem de Staphylococcus spp. coagulase
positiva € na enumeracao de Enterococcus spp., leva a interpretacdo de que
dependendo da natureza do produto analisado, a utilizagcdo do indicador de
contaminacgao fecal (E. coli) para indicagdo de contaminagdo por micro-organismos
patogénicos pode nem sempre ser verdadeira.

A estirpe de E. coli isolada apresentou perfil de resisténcia multipla a quatro
dos 13 antimicrobianos testados, Ampicilina, Aztreonam Cefalotina e Cefoxitina e
intermediaria a dois, Ceftadizima e Cloranfenicol. Tal aspecto deve ser analisado
com rigor, pois, possivelmente esta amostra é proveniente de animais que foram
submetidos a tratamento por antimicrobianos sem ter sido respeitado o periodo de
deplegao.

Os antimicrobianos eficazes foram Amicacina, Cefotaxima, Ceftriaxona,

Gentamicina, Sulfazotrim, Tetraciclina e Tobramicina.

7.4 Salmonella spp.

Salmonella spp. € um dos principais agentes causadores de doengas de
origem alimentar no Brasil e em outros paises, sendo os produtos carneos
frequentemente associados com surtos de salmonelose.

Consta, na legislacdo nacional, a tolerancia para amostra indicativa de
auséncia de Salmonella spp./25g de amostra (BRASIL, 2001).

Do total de 75 amostras analisadas, em nenhuma foi observada presenca de
Salmonella spp., logo todas as amostras apresentaram-se em conformidade com o
padrao presente na legislagao.

Os resultados foram semelhantes aos observados por Dalla Santa (2008)
com salames coloniais e por Metaxopoulos, Samelis e Papadelli (2001) com salames
europeus, que encontraram auséncia em 100% das amostras analisadas. Pereira

(2006) analisando salames industrializados relatou presengca em uma amostra.



Suspeitou-se que ocorreria uma maior frequencia de amostras fora do padrao
no grupo das amostras fatiadas, devido a maior manipulagcéo do produto e ao grande
numero de portadores assintomaticos da doenca, o que nao foi constatado.

Com base nos resultados com relagao a pesquisa de Salmonella spp., as

amostras analisadas apresentaram boa qualidade.

7.5 Enterococcus spp.

N&o consta na legislagdo nacional valor maximo para Enterococcus spp.

Apesar dos micro-organismos do género Enterococcus pertencerem ao grupo
das bactérias laticas, estes ndo sdo utilizados como cultura “starter” em produtos
fermentados devido a inseguranga em torno de sua utilizagdo para producao de
alimentos, conforme relatado por Eaton e Gasson (2001), Giraffa (2002) e Mullan
(2001). Portanto, os micro-organismos presentes na enumeracao de Enterococcus
spp. da pesquisa, sdo componentes da microbiota patégena e ndo da microbiota
adicionada, e sua presenca sinaliza praticas sanitarias inadequadas ou exposi¢cao do
alimento analisado a condi¢gbes que permitam a multiplicagdo de micro-organismos
indesejaveis, conforme descrito por Franco, Landgraf (2005).

Os valores médios obtidos para os trés grupos sao da ordem de 10°, valores
elevados quando comparados aos encontrados para enumeragao de Escherichia
coli, o que pode ser explicado pela maior resisténcia a condicbes adversas que o
género Enterococcus apresenta em relagdo aos coliformes termotolerantes,
conforme relatos de Jay (2005).

As amostras inteiras apresentaram o maior valor médio e as fatiadas no
varejo apresentaram o menor valor médio. Os valores da mediana diferiram dos da
média dentro de cada grupo, indicando a presenga de valores discrepantes. A
variavel Enterococcus spp. apresentou alta variabilidade dentro de cada grupo e na
comparagao multipla entre os grupos, identificou-se que apenas as amostras

fatiadas na industria e fatiadas no varejo diferiram significativamente.



7.6 ATIVIDADE DE AGUA

A Aa é um dos fatores mais relevantes para a multiplicagcdo microbiana e,
consequentemente, para a estabilidade dos alimentos. Considerando-se a
importancia da determinagcdo da Aa para a seguranga na producédo de alimentos,
consta na IN n° 22 o valor maximo aceitavel para salame tipo italiano de 0,90
(BRASIL, 2000). Todas as 75 amostras apresentaram-se em conformidade com o
valor estabelecido pela legislagdo. Os valores encontrados variaram de 0,61 a 0,82
para as amostras inteiras, 0,56 a 0,89 para fatiadas na industria e de 0,61 a 0,77
para fatiadas no varejo.

Os valores médios de Aa encontrados por Pereira (2006) ao analisar salames
industrializados peca inteira, encontraram-se na faixa entre 0,82 e 0,87, valores
superiores aos observados na presente pesquisa.

A média das trés formas de comercializacdo encontrou-se numa faixa
descrita como desfavoravel ao crescimento de micro-organismos patogénicos, fato
semelhante foi observado Nishimoto et al. (2005) que analisaram amostras de
Jerked beef e relataram crescimento de Staphylococcus spp. coagulase positiva em
Aa de 0,71 e por Terra, Freitas e Cichoski (2007) que estudaram amostras de paleta
suina curada, maturada e fermentada e detectaram crescimento de cultura de
Staphylococcus xylosus em Aa de 0,80, ambos valores de Aa descritos como
desfavoraveis ao crescimento de S. aureus segundo Scott, Clavero e Troller (2001).
Franco e Landgraf (2005) e Jay (2005) relataram o crescimento de bactérias do
género Staphylococcus em Aa de 0,83 em condicdes ideais.

Os baixos valores de Aa podem justificar a auséncia de Salmonella spp. e
presenca em apenas uma amostra de Escherichia coli, que possuem valor minimo
de Aa para crescimento de 0,95, conforme relatos de Scott, Clavero e Troller (2001).
Entretanto nao justificam a detecgdo de Staphylococcus spp. coagulase positiva em
Aa de 0,56, quando o valor minimo de Aa para crescimento de Staphylococcus
aureus é 0,86.

Fai et al. (2007) sdo enfaticos em relatar que os produtos fatiados sdo mais
susceptiveis a contaminacdo pelo ar, retencdo de umidade relativa e
consequentemente, ao aumento da Aa. Essas interagdes n&o foram observadas na

presente pesquisa, pois as amostras fatiadas no varejo apresentaram os menores



valores médios de Aa, além do menor valor maximo dos trés grupos. Entretanto nas
amostras fatiadas na industria, foram observados os maiores valores de Aa. Porém
este grupo, mesmo apresentando o valor mais alto encontrado na pesquisa (0,89),
também apresentou o valor mais baixo (0,56).

Sabendo-se que os valores de Aa encontrados nas amostras pesquisadas
apresentaram-se baixos, € possivel que durante o processamento industrial dos
salames e/ou no seu processo de estocagem, tenha ocorrido acentuada perda de
umidade, que associada a presenga de sais, ocasionou uma maior perda de agua e
consequentemente menores valores de Aa.

Atenta-se para o fato que nao procedeu-se a determinacdo do pH das
amostras devido a obras no laboratério e a consequente impossibilidade de
utilizacdo do aparelho, durante a fase do experimento. Portanto ndo pbéde ser feita
uma verificacdo da existéncia de associagao entre a Aa, o pH e o crescimento de

micro-organismos patogénicos nas amostras.



8 CONCLUSOES

Em conformidade com os objetivos iniciais e os resultados obtidos e
discutidos nesta pesquisa, pode-se concluir que:

* Do total de 75 amostras analisadas, 58 apresentaram-se fora do padréo
estabelecido na legislagdo nacional, o que as torna improprias para 0 consumo,
representando um risco a saude dos consumidores.

* Embora os salames analisados tenham sido provenientes de industrias
inspecionadas pelo SIF, a elevada contaminagao das amostras leva a interpretagao
de que € necessaria uma maior preocupacgao por parte das industrias com fatores
relacionados a qualidade sanitaria da matéria prima, as condi¢gdes de higiene e a
tecnologia utilizada em sua fabricagao.

* A atividade inibidora das bactérias laticas nao foi totalmente efetiva, pois foi
detectada presencga de micro-organismos patogénicos nas amostras analisadas.

* O micro-organismo de maior ocorréncia nas amostras foi o Staphylococcus
spp. coagulase positiva, presente em 65 das 75 amostras analisadas. Destas 65
amostras, 58 apresentaram contagens acima do padrao permitido na legislagao
nacional, sendo que em 7 foram observadas contagens compativeis com a produgao
de enterotoxina.

* Os antimicrobianos mais eficazes nas estirpes de Staphylococcus spp.
coagulase positiva foram, em ordem, a Cefoxitina, a Gentamicina, a Vancomicina e
a Tetraciclina. Os menos eficazes foram o Aztreonam e a Penicilina G.

* A média dos valores da enumeracdo de coliformes totais para as trés
formas de comercializagao, apresentou-se elevada, quando comparada aos valores

para enumeragao de Escherichia coli.



* Foi detectada a presenca de E.coli em apenas uma amostra e o valor
encontrado foi inferior ao estabelecido na legislacédo para coliformes termotolerantes.

* O perfil de resisténcia multipla aos antimicrobianos apresentado pela estirpe
isolada de E. coli da amostra fatiada no varejo representa um risco para o
consumidor de produtos carneos, cujas estirpes contaminantes apresentem perfis
semelhantes.

* Todas as amostras apresentaram auséncia de Salmonella spp.

* A média dos valores da enumeragao de Enterococcus spp. para as trés
formas de comercializagdo, mostrou-se elevada, quando comparada aos valores
para enumeracgao de E.coli.

* Os salames analisados apresentaram valores de atividade de agua em
conformidade com os parametros da legislagdo nacional, mas inferiores aos
descritos na literatura.

* A atividade de agua nao atuou como fator limitante da viabilidade e
multiplicagdo de micro-organismos patogénicos, pois houve crescimento de
Staphylococcus spp. coagulase positiva em mais de uma amostra em valores de Aa
descritos como desfavoraveis ao crescimento de micro-organismos patogénicos.

* Nao foi verificada qualquer correlagao linear significativa entre as variaveis
bactérias laticas, Staphylococcus spp. coagulase positiva, coliformes totais, E. coli,
Salmonella spp., Enterococcus spp. e Aa.

* Nao foi possivel associar a maior contaminagao por bactérias patogénicas
com a forma de comercializagado do salame para nenhuma das variaveis estudadas.

* Foi constatada diferenga estatisticamente significativa entre as amostras
fatiadas na industria e no varejo para a contagem de Enterococcus spp.

* Foi observada diferenga estatisticamente significativa entre as amostras

fatiadas no varejo e as demais com relagao a variavel Aa.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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