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“Nao ha qualquer campo do saber humano, seja na industria, agricultura,
alimentos em conexdo com problemas de habilitacdo ou vestudrio, na satde
humana e no combate a doencas em que o microrganismo nao desempenhe um
papel importante e as vezes dominante”.

Selman Waksan 1942
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AVALIACAO DA QUALIDADE MICROBIOLOGICA DE PEITO, COX AE
CORACAO DE FRANGO COMERCIALIZADOS EM DIFERENTES
ESTABELECIMENTOS DA CIDADE DE JABOTICABAL, S.P.

RESUMO

Carcacas e miudos de frangos podem ser veiculadores de bactérias
patogénicas para o homem, provocando intoxicagbes alimentares. A
contaminacdo da carne de frango pode ocorrer desde a sua criagdo até a
manipulacdo das pecas durante e apds a comercializacdo. Considerando isto, o
objetivo do trabalho foi o de avaliar a qualidade microbioldgica de peito, coxa e
coracdo de frangos comercializados em seis diferentes estabelecimentos na
cidade de Jaboticabal, através da pesquisa dos patégenos reconhecidos como
principais indicativos de manipulacdo inadequada e consequente contaminacao
desse alimento. De 57 amostras analisadas verificou-se que 3 (5,5%) delas
apresentava o numero de mesofilos totais acima do limite permitido, e que todas
as amostras foram positivas para enterobactérias, sendo 10 (18,5%) dessas foram
identificadas como Escherichia coli. Ainda em 35 amostras (65%) foram
detectadas para o género Staphylococcus dos quais 10 (29%) foram identificados
como Estafilococos coagulase positiva, pelos quais o teste de sensibilidade a
antimicrobianos mostrou uma cepa resistente a eritromicina. Uma amostra foi
positiva para Clostridium perfringens cuja a presenca ndo € permitida nas
normativas vigentes. O Numero Mais Provavel de coliformes totais foi confirmado
em 89% das amostras e 56% foram positivas para NMP de coliformes
termotolerantes; duas amostras de coliformes totais e uma de coliforme
termotolerante estavam fora dos padrdes. Conclui-se que a conservacdo, a
manipulacdo e o armazenamento de frango sdo de grande importancia, uma vez
gue a presenca dos microrganismos encontrados pode ser responsavel pela
deterioracdo dos alimentos e intoxicacdes alimentares. A resisténcia a eritromicina
€ preocupante, pois ainda € considerado um antibiético seguro para medidas
terapéuticas.
PALAVRAS CHAVE: qualidade microbiologica, carne de frango, miados de frango
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MICROBIOLOGICAL QUALITY OF BREAST, THIGH AND HEART OF
CHICKENS FROM MARKET IN THE CITY OF JABOTICABAL, SP , BRAZIL.

SUMMARY

Carcasses and offal of chickens may carry pathogenic bacteria to humans,
causing food poisoning. Contamination of chicken meat may occur from its creation
to the manipulation of parts during and after the sale. Considering this, the
objective was to evaluate the microbiological quality of breast, thigh and heart of
chicken sold in six different establishments in the town of Jaboticabal, through the
detection of the pathogens recognized as the key indicators of mishandling and
resulting contamination of food. In 57 samples it was found that 3 (5.5%) of them
had the total number of bacteria above the limit, and that all samples were positive
for Enterobacteriaceae, 10 (18.5%) of these were identified as E. coli. Also in 35
samples (65%) were detected for the genus Staphylococcus of which 10 (29%)
were identified as coagulase-positive staphylococci, for which the test disk diffusion
showed a strain resistant to erythromycin. A sample was positive for Clostridium
perfringens whose presence is not allowed under current regulations. The most
probable number of coliforms was confirmed in 89% of the samples and 56% were
positive for MPN of coliforms, two samples of total coliform and thermotolerant
coliform were out of the box. We conclude that the conservation, handling and
storage of chicken are of great importance, since the presence of microorganisms
may be found responsible for food spoilage and food poisoning. Resistance to
erythromycin is worrisome because it is still considered a safe antibiotic for

therapeutic measures.

KEYWORDS: microbiological quality, chicken meat, offal of chicken



I. INTRODUCAO

Varios fatores favorecem o consumo da carne de frango, pois além de ser
um alimento de alto valor nutritivo, € economicamente acessivel, apresenta melhor
digestibilidade, menor valor cal6rico e niveis de colesterol, quando comparadas
com as carnes bovinas, sendo recomendada para recuperacdo de funcdes
fisiologicas de individuos imunocomprometidos. Porém, devido a excelente
capacidade nutritiva, € um alimento altamente perecivel (LEITE e FRANCO,
2007).

A carne de aves encontra-se entre os alimentos que estdo relacionados
com maior frequéncia nos surtos de doencas transmitidas por alimentos,
apresenta seu consumo aumentado nos ultimos anos, quer em decorréncia da
elevacdo do preco de outras fontes protéicas de origem animal, quer em
consequéncia da alteracdo de habitos alimentares da populacdo (VALERIANO, et
al.,2003).

Muitos estudos tém demonstrado e enfatizado o papel dos alimentos
produzidos, processados e conservados em condicbes inadequadas na
transmissdo de agentes patogénicos ao ser humano, podendo seu consumo
acarretar risco a saude (LOBO, et al.,2001). A carne de frango se destaca entre os
alimentos envolvidos nos surtos de toxinfecgdes alimentares (MOUNTNEY, et
al.,1976; Sl LLIKER, et al.; 1980). Durante o processamento de carcacas de
frango, podem ocorrer a contaminacdo pelo proprio ambiente, manipuladores e
contaminacdo cruzada de outras aves. O rapido crescimento da industria avicola
proporcionou uma fonte de proteina rapidamente disponibilizada e de custo
reduzido quando comparada a producédo de carne bovina, mas também aumentou
a taxa de infeccdo das aves e consequentemente uma maior contaminagdo das
carcacas (FREITAS, et al., 2001; SILVA, 1995; VIEIRA et al., 1997).

Diferentes microrganismos tém sido isolados em carne de frango. Alguns
sorogrupos de Escherichia coli, presente nos intestinos, podem provocar diversas

patologias no homem e animais. Sabe-se que a inoculagéo oral de Escherichia coli



em aves jovens determina o aparecimento de bacteremia e prejudica 0 seu
desenvolvimento (ANDREATTI FILHO et al.,2009).

O Staphylococcus aureus encontra-se presente na cama de frango e pode
ser o causador de infec¢des ou coadjuvante no agravamento de outras infeccdes
levando a um menor desempenho zootécnico. Para a microbiologia de alimentos,
esse microrganismo, especificamente o Staphylococcus aureus, também merece
destaque pela sua alta frequéncia em intoxicagbes alimentares causadas pelo
consumo de alimentos contendo enterotoxinas termoestaveis.

A Enterite Necrética tem como agente o Clostridiun perfrigens tipo Ae C e
se apresenta como uma enterotoxemia aguda ndo-contagiosa, com inicio subito,
caracterizando-se por necrose confluente do intestino delgado, que, em infeccdes
subclinicas, provoca reducdo na absorcdo dos nutrientes e, consequientemente,
menor ganho de peso diminuindo a conversdo alimentar. E observada
principalmente em animais jovens e o0 agente é capaz de produzir varios tipos de
toxinas (SCHOCKEN-ITURRINO et al., 2000) capazes de contaminar o homem.

As aves encaminhadas para o abate normalmente sdo a fonte inicial de
contaminacdo, e 0 numero de microrganismos presentes nas aves pode ser
influenciado pelas condi¢cdes higiénicas de abate e processamento. Desta
maneira, a pesquisa de microrganismos patogénicos e/ou indicadores auxilia na
verificagdo da qualidade do alimento consumido (LIRIO et al.,1998).

A presenca de bactérias mesdfilas em grande namero indica matéria-prima
excessivamente contaminada, limpeza e desinfeccéo de superficies inadequadas,
higiene insuficiente na producdo e condicbes inapropriadas de tempo e
temperatura durante a producdo ou conservacdo dos alimentos (SILVA et al.
1997).

Os antimicrobianos primariamente utilizados apenas como medida
terapéutica passaram, a serem utilizados na producdo animal em doses
subterapéuticas como método profilatico a infeccbes e como promotores de
crescimento, melhorando assim o ganho de peso e aumentando a eficiéncia
alimentar. Apesar das vantagens do seu uso, a seguranca dos antibidticos

comecou a ser questionada, principalmente pelo uso rotineiro desses aditivos na



alimentacdo das aves (ROSTAGNO et al. 2003). A utilizacdo de antibidticos como
promotores de crescimento pertencente aos mesmos grupos de drogas
empregadas na terapéutica determinaram o aparecimento de formas microbianas
resistentes e prejudiciais a saude animal e humana, despertando a atencdo das
autoridades governamentais envolvidas com a saude publica (MILTEMBURG,
2000; SATO et al. 2002).

Apesar de ndo ser clara a associagdo entre o uso de aditivos
antimicrobianos na unidade de produc&o animal, o desenvolvimento de resisténcia
e a sua transferéncia a populacdo humana, vérios estudos epidemiologicos
sugerem que o consumo de derivados animais seja uma possivel via de

transmisséo de bactérias resistentes (SANTOS et al., 2004).



ll. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Comercializacdo e qualidade da carne de frango

A carne de frango e seus subprodutos contém uma alta qualidade protéica
podendo assim ser uma boa alternativa para o consumo. Isto reflete na producéo
gue esta crescendo cada vez mais, colocando o pais em posi¢cdo de destaque no
cenario mundial (GIROTTO; MIELE, 2004). Devido a sua qualidade protéica e seu
preco mais acessivel em relagcdo aos outros tipos de carnes (PONTES, 2004),
apresenta melhor digestibilidade, menor valor cal6rico e niveis de colesterol,
guando comparadas com as carnes bovinas (LEITE e FRANCO, 2006). Em paises
desenvolvidos é cada vez maior a preocupacao com saude, com isso faz com que
haja um aumento na procura de alimentos naturais como frutas, vegetais e carnes
brancas (GEHLHAR; REGML, 2005; CARVALHO; SILVA; NEGRI NETO, 2000).

Os microrganismos estdo intimamente associados com a disponibilidade, a
abundancia e a qualidade do alimento para consumo humano. Alimentos podem
ser facilmente contaminados durante a manipulacdo e processamento. Apos ter
sido contaminado, o alimento serve como meio para 0O crescimento de
microrganismos. Se esses microrganismos tiverem condicdes para crescer,
podem mudar as caracteristicas fisicas e quimicas do alimento podendo causar
sua deterioracdo e em muitos casos podem também ser responsaveis por
intoxicacdes e infec¢des transmitidas por alimentos (PELCZAR Jr. et al., 1996),
uma vez que esses microrganismos sao capazes de produzir toxinas, podem
assim, causar riscos a saude do consumidor quando ingeridos.

Bactérias patogénicas que se destacam na maioria das infeccbes e
toxiinfecgBes alimentares sdo Salmonella spp., Escherichia coli, Clostridio Sulfito
Redutor e Estafilococos coagulase positivo. Estes microrganismos estdo entre os
principais causadores de toxinfeccdo alimentar originadas a partir de carnes cruas
e processadas e a ambientes e instalacdes de abatedouros (BOULOS et al. 1999).

Sao varias as fontes de contaminacao que podem ocorrer nos produtos de

origem animal, a microbiota do proprio animal, o processamento do produto por



meio da agua, as instalacdes, 0s equipamentos e 0os manipuladores. A qualidade
microbiologica de produtos crus depende do controle desenvolvido durante a
producdo, preparagdo, armazenamento e apresentacao para a comercializacéo
(BORGES et al., 2002).

De modo geral, as analises microbiologicas devem ser realizadas com o
objetivo de avaliar a qualidade microbiolégica do processo produtivo e do alimento
visando diagnosticar um possivel agente etioloégico causador de surto de
toxiinfeccdo alimentar. Além de avaliar o grau de contaminagdo por
microorganismos deteriorantes, bem como de orientar o monitoramento, indicando
medidas corretivas em pontos criticos de controle (ABERC, 2000).

O desenvolvimento na producdo e industrializacdo de alimentos de
origem animal sofreu inlmeros avan¢os, mas ainda continuam a ocorrer surtos de
doencas transmissiveis por alimentos (BRASIL,2001).

As toxiinfec¢bes alimentares tém sido reconhecidas como o problema
de saude publica mais abrangente no mundo atual, capaz de causar importante
na diminuicdo da produtividade, e perdas econdmicas que afetam os paises,
empresas e simples consumidores (MICHELOTTI, 2002; NASCIMENTO,
2007).

2.2. Microrganismos presentes na carne de frango

2.2.1. Mesofilos totais

A pesquisa dos microrganismos indicadores € utilizada para avaliar a
gualidade microbiologica dos alimentos e apontar riscos de contaminacdes de
origem fecal com a provavel presenca de patdégenos ou deterioracdo do alimento,
além das indicacdes relevantes sobre as condi¢cdes higiénico-sanitarias durante o
processamento, a producdo e o armazenamento (FRANCO e LANDGRAF, 1996).
A maioria dos microrganismos que se encontra nas aves vivas sao 0s aerobios
mesafilos, e poucos conseguem se desenvolver em temperaturas inferiores a 7° C.

Sua contagem tem sido usada como indicador de qualidade higiénica dos



alimentos e, quando presente em grande numero, indica falhas durante a
producédo (CARDOSO et al., 2005).

A contagem padrdo de mesdfilos totais (Silva et al., 1997) em placas tem
sido usada como indicador da qualidade higiénica dos alimentos e pode estar
relacionado com o tempo util de conservacdo. Sua presenca em grande numero
indica matéria-prima excessivamente contaminada, limpeza e desinfeccdo de
superficies inadequadas, higiene insuficiente na producdo e condicdes
inapropriadas de tempo e temperatura durante a producdo ou conservacao dos
alimentos (SIQUEIRA, 1995).

2.2.2. Enterobactérias e Escherichia coli e Numero mais Provavel de
Coliformes Totais e Termotolerantes

A familia Enterobacteriaceae sédo bacilos Gram-negativos, ndo formadores
de esporos e inclui cerca de 20 espécies, dentre as quais encontram-se tanto
bactérias originarias do trato gastrintestinal de humanos e outros animais de
sangue quente, como também diversos géneros e espécies de bactérias nao-
entéricas, como Serratia sp. e Aeromonas sp (LEITE, e FRANCO, 2006).

A Escherichia coli na avicultura comercial aparece como um dos mais
freqUentes agentes etioldgicos de doencas infecciosas e intoxicacdes alimentares,
causando enormes prejuizos econdmicos (SILVA, 1992). O termo cocobacilose
aviaria refere-se a qualquer infec¢éo, localizada ou sistémica, causada pela E. coli
patogénica das aves, sendo comum encontrar no trato intestinal de aves,
concentracdes acima de 10° unidades formadoras de colénias (UFC) de E. coli por
grama de fezes, sendo que 10-15% destas sdo potencialmente patogénicas. Ha
uma excrecdo continua de E. coli portadoras de fatores de viruléncia através das
fezes, o que torna a sua distribuicdo cosmopolita. A bactéria pode permanecer nas
criacbes por longos periodos, contaminando o alimento e a agua que servirdo
como via de disseminacdo (BARNES et al., 2003).



Os grupos de coliformes totais e termotolerantes colonizam o trato intestinal
de animais de sangue quente, incluindo os humanos, e tem sido empregados

como indicadores de qualidade higiénica por muitos anos (CALCI et al, 1998).

2.2.3. Salmonella sp

As bactérias do género Salmonella ocorrem geralmente nos animais,
especialmente nas aves e nos suinos, estando presente também nos seres
humanos, alimentos e meio ambiente, podendo ser patogénica para humanos e
muitas espécies de animais (HOLT, J.G. et al., 1994).

Destaca-se o papel especialmente importante das aves dentro da cadeia
epidemiolégica como reservatorios, pois podem ser portadoras e excretar
continuamente salmonela nas fezes (ALMEIDA, R.C.C. & SCHENEIDER, 1993).

Durante o processamento de carcacas de frango, pode ocorrer a
contaminacdo do préprio ambiente, dos manipuladores e contaminacdo cruzada
de outras aves contaminadas. O rapido crescimento da industria avicola
proporcionou uma fonte de proteina rapidamente disponibilizada e de custo
reduzido, mas também aumentou a taxa de infeccdo das aves e
consequentemente a contaminagédo das carcacas (GAST, R. K.,1997; SILVA, E.
N., 1995; VIEIRA, C. R. N.,1997).

Infeccbes de aves domeésticas por Salmonella costumam trazer grandes
prejuizos tanto para a industria avicola como para a sociedade como um todo. Os
custos associados com salmonelose em aves recaem em duas amplas categorias.
A primeira se refere aos gastos associados com a doenca humana, causada pelo
consumo de produtos avicolas contaminados. Em paises que possuem vigilancia
e notificacdo de salmonelose humana observa-se que a doenca é responséavel por
incidéncias anuais significativas e, consequientemente, gera um custo social
consideravel (SOCKETT, P. N., 1995).



2.2.4. Staphylococcus sp e Staphylococcus coagulase positiva

O género Staphylococcus €é o principal membro da Familia Micrococeae, e
apresenta aproximadamente 29 espécies. Destas, apenas 3 a 4 espécies
apresentam potencial patogénico para as aves comerciais e silvestres, sendo a
espécie mais importante e patogénica, Staphylococcus aureus (FERREIRA &
FERREIRA 2000).

Esta bactéria habita com frequéncia a nasofaringe do ser humano, a partir
da qual pode facilmente contaminar as médos do homem e penetrar no alimento,
causando a intoxicacdo alimentar estafilococica (MURRAY et al., 2000). Nos
humanos, o principal reservatério de Staphylococcus aureus sao a pele, boca e
fossas nasais. Desta forma, em geral, a sua presenca em alimentos é interpretada
como indicativo de contaminacdo a partir de manipuladores de alimentos, bem
como da limpeza e sanitizacdo inadequada dos materiais e equipamentos
(DEVRIESE et al., 1975; SIQUEIRA, 1995). Geralmente, os alimentos envolvidos
em intoxicacdes estafilocécicas sao aqueles de elevado valor protéico, que sofrem
aguecimento durante o0 processamento, sdo contaminados posteriormente e
deixados em temperatura elevada por varias horas (GENIGEORGIS, 1989). A
carne de frango com altos teores protéicos, alta disponibilidade de agua e pH
préximo a neutralidade favorece a multiplicacdo bacteriana e, no caso do
Staphylococcus, estes aumentam sua capacidade de produzir enterotoxinas
(EVANGELISTA, citado por NASCIMENTO et al, 1999)

Os portadores e o0s manipuladores de matérias primas de alimentos
contaminados com Staphylococcus aureus sdo importantes fontes de
contaminagdo dos alimentos (HOLT,J.G. et al, 1994). Neste contexto, o0
aguecimento do alimento apds sua manipulacdo torna-se relevante na prevencao
de toxinfec¢des, contudo a toxina do S. aureus € termoresistente. Por isso, 0s
cuidados como a refrigeracdo devem ser tomados apds o0 aquecimento, caso
contrério, o microrganismo poderd multiplicar-se e produzir toxina (MOTTA e
BELMONT, 2000).



O Staphylococcus aureus estad freqientemente presente em carnes de
frango crua ou cozida, que podem estar envolvidas com intoxicagdes alimentares
(SHIOZAWA et al, 1980). Além de ser considerada um poderoso agente de
infeccdo hospitalar e vem apresentando resisténcia a varios antibioticos (Souza,
1998).

2.2.5. Antimicrobianos

A difusdo do uso clinico da penicilina trouxe ao conhecimento o fato de que
entre microrganismos sensiveis ao antibidtico havia o encontro de exemplares
resistentes, sendo verificado por Kirby, em 1944, que alguns Staphylococcus
aureus isolados de material clinico mostravam-se resistentes a penicilina devido a
producéo de penicilinase. Em 1946, nos Estados Unidos da América, cerca de 5%
de estafilococos isolados de pacientes ou portadores eram resistentes a penicilina.
No Brasil, atualmente, acima de 80% dos S. aureus isolados de pacientes
hospitalizados e cerca de 70% dos isolados de pacientes da comunidade
apresentam resisténcia as penicilinas naturais e, por extensdo, a ampicilina e
amoxicilina (DUARTE, et al., 1994 Rangel, et al., 1995; PINTO, et al., 1996).

O uso indiscriminado ou incorreto de antibidticos na medicina humana, na
veterinaria e na agricultura, tem contribuido muito para o aumento de resisténcia
dos microrganismos a esses agentes (WHO, 2000). O uso de antimicrobianos esta
relacionado com selecdo de bactérias resistentes no ecossistema de uso. Estas
bactérias e seus genes de resisténcia podem passar entre humanos, animais e
outros ecossistemas via contato com animais ou através do consumo de alimento
ou agua contaminada (WHO, 1997; PALERMO-NETO,2002)

2.2.6. Clostridium perfringens
O Clostridium perfringens é uma bactéria patogénica importante que

preocupa a criacdo de aves. E uma bactéria em forma de bastonete, Gram

positivo, anaerébia, com esporos subterminais e centrais (SCHOCKEN-ITURRINO
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& ISHI, 2000). Produz varios tipos de toxinas, capazes de provocar patologias
diversas, principalmente a enterite necrdtica em aves (CARTER, 1998). Esta
doenca € uma enterotoxemia aguda nao-contagiosa, com inicio subito, e
apresenta necrose confluente do intestino delgado, que, em infec¢des subclinicas,
provoca reducdo na absorcdo dos nutrientes e, consequentemente, menor ganho
de peso agravando a conversdo alimentar. A enterite necrotica € encontrada
principalmente em animais jovens, sendo causada pelos tipos A e C de Clostridiun
perfrigens podendo contaminar o homem. Andlises realizadas em matérias-primas
usadas em racdes como farinhas de penas farinha de carne e visceras tém
mostrado diversos niveis de contaminagdo por C. perfringens. Acredita-se que
mesmo farinhas com baixa contaminacdo por C. perfringens podem servir de
inbculo no intestino de aves podendo assim transmitir para o homem
(SCHOCKEN-ITURRINO & ISHI, 2000).

De acordo com PARDI, et al. (1995) as gastronterites provocadas pela
toxina do clostridio sulfito redutor permanecem como uma das doencas de origem

alimentar de maior ocorréncia
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[ll. OBJETIVOS
O objetivo do trabalho foi avaliar a qualidade microbiologica de peito, coxa
e coracdo de frango, comercializados em diferentes estabelecimentos da cidade

de Jaboticabal, SP. Determinando:

1. Contagem total de mesdfilos, enterobactérias e Escherichia coli, Salmonella

sp, Clostridium perfringens e Staphylococcus sp.

2. Verificar os Estafilococos coagulase positiva e sua susceptibilidade aos

antimicrobianos.

3. Determinar o Nimero Mais Provavel de coliformes totais e termotolerantes.
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IV. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido nas dependéncias do Laboratério de
Anaerobios, pertencente ao Departamento de Patologia Veterinéria da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias FCAV/UNESP, no periodo de agosto de 2008
a abril de 2009.

As amostras de frango foram obtidas em seis diferentes estabelecimentos
comerciais do municipio de Jaboticabal. E tinham como origem dois diferentes
abatedouros, sendo o abatedouro A os estabelecimentos 1, 2 e 3 e 0 abatedouro

B os estabelecimentos 4, 5 e 6.
Microrganismos e condi¢des de cultivo

Para o isolamento dos microrganismos: Mesdfilos totais, Staphylococcus
sp, Escherichia coli, Clostridium perfringens, Salmonella sp e detec¢édo do niumero
mais provavel de coliformes totais e termotolerantes deste trabalho, as amostras
foram coletadas nas bandejas de forma homogénea, ou seja, coletadas em 5
pontos diferentes (“X”) e levada ao laboratério em caixas isotérmicas. As amostras
foram processadas em até trinta minutos depois da coleta.

No laboratorio, foram pesados 25g de cada amostra e transferidos para
225 mL de agua peptonada a 1% (DIFCO) estéril e homogeneizadas. A partir da

diluicdo inicial, foram realizadas diluicdes seriadas até 10°°.
Contagem padréo para mesdfilos totais

Para a contagem de mesoéfilos totais, 1mL das diluicdes até 10° foram
semeadas em duplicata em placas de Petri, nas quais foram vertidos 15mL de
meio de cultura Plate Count Agar (PCA, Accumedia®). A semeadura foi realizada
pelo método de pour-plate e as placas foram incubadas em condi¢cdes de

aerobiose a temperatura de 37°C durante 24 horas.
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ApOGs a incubacdo as placas que apresentavam entre 30 e 300 coldnias
foram contadas e os resultados foram dados em Unidades Formadoras de

Colbnias (UFC)/g de frango.
Contagem de Enterobactérias e isolamento de  Escherichia coli

Para a contagem e isolamento de Escherichia coli, foram semeados 1mL
das diluicbes, em duplicatas, em placas de Petri, nas quais foram vertidos 15mL
de meio MacConkey (OXOID®). As placas foram incubadas em condicdes de
aerobiose a 37°C durante 24 horas.

Apoés a incubagdo as placas que apresentavam entre 30 e 300 colbnias
foram contadas e os resultados foram dados em Unidades Formadoras de
Colbnias (UFC)/g de frango.

As colbnias caracteristicas de Escherichia coli foram, com uma agulha de
platina, transferidas para tubos contendo meio IAL (Meio Rugai com Lisina,
Instituto Adolfo Lutz, Newprov®) e incubados & 37°C por 24 horas. Apés esse
periodo a leitura dos tubos foi comparada pela tabela padrdo para esse teste e
assim identificados como pertencentes a Escherichia coli.

Contagem de Staphylococcus sp e Staphylococcus coagulase positiva

Para a contagem de Staphylococcus sp foi trasferido 0,1mL de cada
diluicdo, em duplicata, para placas ja contendo o meio Baird Parker (Baird Parker,
OXOID®). A semeadura foi feita em superficie com o auxilio de uma alca de
Drigalsky. As placas foram incubadas em condicdes de aerobiose a 37°C durante
24 horas.

Apoés a incubacdo as placas que apresentavam entre 30 e 300 colbnias
foram contadas e os resultados apresentados em Unidades Formadoras de
Colbnias (UFC)/g de frango.

As colbnias caracteristicas foram repicadas em caldo BHI (Brain Heart

Infusion, Accumedia® e incubadas a 37°C por 24 horas. Do BHI foi realizada
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prova da coagulase em tubo para determinacdo de Staphylococcus coagulase
positiva, a qual coloca-se a cultura junto com o plasma de coelho diluido 1:5 e
incuba-se por 24 horas, sendo que € realizada leitura nas primeiras 4 horas e

depois apos 24horas. A reagao positiva € compativel a coagulacao nas 24 horas.
Contagem de Clostridium sp e Clostridium perfringens

Para a contagem de Clostridium sp as diluicges 10* e 102 foram
submetidas a um choque térmico para germinacdo dos esporos e reducdo dos
contaminantes, depois semeado 1mL em placas de Petri, em duplicata, e vertido
15mL do meio SPS (Sulfite Polymyxin Sulfadiazine, Difco®). As placas foram
incubadas em condic8es de anaerobiose (jarras anaerébias contendo Gas Pack®)
a 37°C por até 72 horas.

As placas contendo colbnias sulfito-redutoras foram contadas e as colonias
transferidas para caldo BHI e incubadas em condi¢Ges anaerdbias a 37°C por 24 a
48 horas.

Para identificacdo do Clostridium perfringens as culturas que cresceram em
BHI foram confrontadas as seguintes provas bioquimicas: gelatinase, motilidade,
fermentacdo de lactose, maltose, sacarose, salicina, producdo de indol, nitrato e
H,S de acordo com CARTER et al (1995). As amostras positivas para estes testes

foram confirmadas como Clostridium perringens.
Presenca/ Auséncia de Salmonella sp

A presenca de Salmonella sp foi pesquisado a partir da primeira diluicdo
das amostras de cortes e coragdo de frangos, a qual foi incubada a 42°C durante
24 horas. Apos esse periodo 1mL de cada amostra foi passado para 10mL de
caldo Selenito e 10mL para caldo Rappaport os quais foram incubados a 37 e a
42°C, respectivamente, durante 24 horas. Uma alcada dessas amostras foram
passadas para Agar MacConkey e para Agar XLD, semeadas em superficie e

incubadas a 37°C por 24 horas. As colbnias caracteristicas foram transferidas para
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tubos contendo meio TSI (Triplice Soya Agar) os quais foram incubados a 37°C
durante 24 horas. As colbdnias caracteristicas foram realizadas PCR real time (BAX
PCR, Q7, Applied Biosystems®) o qual, emite uma curva de crescimento
bacteriano que significa que apresenta o DNA de Salmonela presente na amostra,

sendo seguidas as instru¢des do fornedor do kit (Applied Biosystems).
Numero Mais Provavel de coliformes totais e termoto lerantes

Para avaliar o Numero mais provavel de coliformes totais e termotolerantes,
as trés primeiras diluicbes foram passadas para 3 tubos de Caldo Lauril Sulfato de
Sédio (Accumedia®) com tubos de Durhan invertidos e incubados & 37°C durante
24 a 48 horas. As amostras positivas foram passadas para tubos contendo caldo
Verde Brilhante (Accumedia®) e incubados & 37°C por até 48 horas. Os tubos
positivos foram passados para caldo E.C. (Escherichia coli, Acumedia®) e esses
foram incubados a 45°C por até 48 horas. A quantidade de tubos positivos no
caldo verde brilhante e no caldo E.C. foram analisados pela tabela do NMP de
coliforme, analisando os valores do caldo verde brilhante para coliformes totais e

os valores do caldo E.C. para coliformes termotolerantes.
Delineamento experimental

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado num
esquema de parcelas subdivididas, sendo a parcela principal os estabelecimentos
de amostragem e as sub-parcelas os cortes peito, coxa e coragado de frangos. Os
dados foram analisados estatisticamente pelos procedimentos da analise de
variancia e as meédias comparadas pelo teste Tukey ao nivel de significancia de
5%, utilizando o programa de Andlise Estatistica ESTAT, desenvolvido pelo
Departamento de Ciéncias Exatas da FCAV/UNESP.
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V. RESULTADOS E DISCUSSOES

Avaliacdo da qualidade microbiolégica atraves dos m esofilos totais

Os resultados das andlises microbiologicas de mesoéfilos totais
realizadas em todas as amostras de peito, coxa e coragdo de frango, estdo
apresentados na figura 1.

Figura 1. Analise microbiolégica dos cortes de frango provenientes de diferentes
estabelecimentos comerciais do municipio de Jaboticabal, SP em relacdo as
bactérias mesofilas.
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Os valores médios para bactérias meséfilas foram de 5x10°> UFC/log. De
acordo com Silva et al. (1997) As contagens dessas bactérias tém sido usadas
como indicador da qualidade higiénica dos alimentos, sendo possivel questionar
tanto por condi¢cbes higiénicas, de manipulacdo e de armazenamento dos
alimentos, como 0s riscos potenciais de salde que podem apresentar ao
consumidor (GOMES e FURLANETTO 1987). A literatura informa que uma

7

contaminacdo de 10° UFC/g de bactérias mesoéfilas é capaz de causar
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deterioracdo nos alimentos (BOURGEOIS et al., 1993). Dessa forma, trés
amostras estdo acima deste valor, sendo duas de peito e uma de coxa, dos
lugares dois, seis e quatro respectivamente, apresentados na figura 2 que
apresentam as contagens dos cortes em relacdo aos diferentes estabelecimentos

de coleta.

FIGURA 2. A figura 2 apresenta os valores das contagens de mesdfilos totais em

relacdo aos diferentes estabelecimentos comerciais.
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Avaliacdo da contagem de enterobactérias e  Escherichia coli

A contagem média de enterobactérias foi de 4x10° UFC/log. Os lugares
dois e cinco apresentaram valores significativos (p>5%) em relagdo aos cortes de
peito e coracdo no estabelecimento 2 e coxa e coragao no estabelecimento 5, os
guais podem ser observados na figura 3 e 4. Das contagens totais de
enterobactérias, 10 (18,5%) foram identificados como Escherichia coli.
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Figura 3. Analise microbiolégica dos cortes de frango provenientes de diferentes
estabelecimentos comerciais do municipio de Jaboticabal, SP em relagdo as

contagens de enterobactérias.
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FIGURA 4. A figura 4 apresenta os valores da contagem total de enterobactérias

em relacéo aos diferentes estabelecimentos comerciais.
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Avaliacdo do Numero mais Provavel de coliformes tot  ais e termotolerantes

A analise do numero mais provavel de coliformes esta apresentada na tabela 1 a

gual mostra que 16 das amostras analisadas apresentaram contaminacao por
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coliformes, sendo que 3 das amostras de coliformes totais e 1 das amostras de
coliformes termotolerantes foram consideradas insatisfatérias para o consumo,
pois estavam maiores que 10%. A normativa vigente (BRASIL.2001) exige a
numeracao de coliformes termotolerantes como prova analitica para liberacdo de
carnes de aves para consumo (LEITE e FRANCO, 2007), porém, ndo deixa claros
os valores para todos os cortes. Essa mesma normativa estabelece contagens de
até 10* para carnes e até 10 para mitdos. Entretanto, apresenta que contagens
entre 10* e 10° ficam entre o limite do aceitavel e inaceitavel para o consumo de
miudos, o que deixa a amostra de coracdo do estabelecimento 4 entre o

satisfatorio e o insatisfatorio.
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Tabela 1. Apresenta os valores do Numero Mais Provavel de Coliformes totais e

termotolerantes das amostras analisadas.

NUimero Mais Provavel de Coliformes Totais e Termoto lerantes

Estabelecimento Coliformes Coliformes Situacdo
Totais Termotolerantes
Peito 9,3x10 4,3x10 Satisfatoria
1 Coxa 7,5x10 2,3x10d Satisfatéria
Coracéo 4,3x10 3,6x10 Satisfatoria
Peito 2,9x10 1,6x10 Satisfatoria
2 Coxa 2,9x1G 2,9x1G Satisfatoria
Coracgéao 0 0 Satisfatoria
Peito 2,4x10 2,3x10 Satisfatoria
3 Coxa 1,1x1d 1,1x1d Insatisfatéria
Coracéao 0 0 Satisfatoria
Peito 2,3x10 3,6x101 Satisfatoria
4 Coxa 9,3x10 9,3x10 Satisfatéria
Coragao 1,1x1d 1,1x1d Satisfatéria
Peito 9,3x10 0 Satisfatoria
5 Coxa 1,1x1d 0 Satisfatoria
Coracéo 9,4x10 0 Satisfatéria
Peito 9,4x10 0 Satisfatoria
6 Coxa 9,4x10 0 Satisfatoria
Coracéo 9,4x10 0 Satisfatoria

Avaliacdo da contagem de Staphylococcus sp e Staphylococcus coagulase

positiva

A figura 5 e 6 apresentam as contagens de Staphylococcus sp isolados de

peito, coxa e coragdo das amostras de frango analisadas.
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Figura 5. Analise microbiolégica dos cortes de frango provenientes de diferentes

estabelecimentos comerciais do municipio de Jaboticabal, SP em relacdo ao

Staphylococcus sp.

4,50

4,00

3,00

2,50

2,00 -

1,00 -

0,50 -

0,00

estabelecimento . estabelecimento :

estabelecimento

a/lA
4,08 alA
a/A 299
3,74 R
] 3,41
alA  a/A —
3,04 3,01 A
Zib 2,62 T 2,64 2,69
a/A — alA alA = [
222 2,11 2,20 alA 307
alA - a/A 1,9
alAB an VA 170 ” 1,62
1,43 ,
1,29 138
a/B a/B
0,70 0,70
e ° £ e & S| E & |5 € & ° Ll e a L €]al % £ E
o o o o o o

estabelecimento«  estabelecimento 5  estabelecimento 6

Figura 6. A figura 6 apresenta os valores das contagens de Staphylococcus sp

entre os cortes e entre os estabelecimentos.
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A contagem meédia para Staphylococcus sp foi de 2,3 UFC/log. Das 54

amostras analisadas 35 (65%) foram positivas para Staphylococcus sp e destas,
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10 (29%) foram positivas para Staphylococcus coagulase positiva, das quais 5
(20%) foram isoladas de peito, 3 (6%) isoladas de coxa e 1 (3%) isoladas de
coragcdo. FREITAS, M.F.L et al. (2001) observaram nas carcagas de frango in
natura contagens com variacdo de 10° a 10* UFC/g, neste trabalho as amostras
para Staphylococcus sp variaram de 10" a 10* para os cortes de peito e coragéo e
de 10" a 10° para os cortes de coxa. Treze (50%) das amostras de FERNANDES
et al. (2009), estavam fora dos padrdes estabelecidos por BRASIL (2001) para
carnes resfriadas, ou congeladas “in natura” de aves. Segundo JAY (2005),
amostras que apresentam contagem de Staphylococcus spp. acima de 5x103
UFC/g sao inaceitaveis para o consumo. Portanto neste trabalho seis amostras
estavam acima do padréo. J& OLIMPIO et al. (2001) relatam que trabalhando com
vinte carcacas de frango no Estado do Rio de Janeiro, néo observaram a presenca
de Staphylococcus aureus em nenhuma das amostras analisadas. Embora a
legislacao vigente ndo estabeleca padrbes para este microrganismo, sabe-se que
com a presenca de Staphylococcus sp na matéria prima o processamento deve
ser mais rigoroso, quanto aos métodos de conservacao a frio (MESQUITA et al,
2006) ja que o aquecimento dos alimentos apds sua manipulagdo torna-se
relevante na prevencdo de toxinfec¢des, contudo a toxina do Staphylococcus
aureus é termoresistente (MOTTA e BELMONT, 2000).

Resisténcia a antimicrobianos dos  Staphylococcus coagulase positiva

A resisténcia antimicrobiana é em muitas industrias considerada um
obstaculo para a exportacdo de carne de frango e por isso varios paises estédo
cada vez mais exigentes para o consumo de carne, uma vez que essas podem ser
consideradas um risco para a saude publica. Neste trabalho os testes de
sensibilidade a antimicrobianos mostraram-se sensiveis a 90% das cepas de
Staphylococcus coagulase positiva isoladas, as quais foram sensiveis a
Bacitracina, Cefalotina, Clindamicina, Cloranfenicol, Eritromicina, Gentamicina,
Oxacilina, Penicilina, Sulfametoxazol e Tetraciclina. Uma das 10 amostras
analisadas revelou-se resistente a Eritromicina. ADESIYUN E KWAGA (1984)
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observaram resisténcia a eritromicina, em um estudo com cepas de

Staphylococcus aureus provenientes de amostras de frango assado.

Avaliacéo da contagem de Clostridium perfringens

A média das contagens para Clostridium sp foi de 4,3 log por UFC/g. Na
figura 7 Uma amostra de coracdo apresentou contagem média de 3x10*, valor
esse capaz de provocar uma toxiinfeccdo, pois as legislacdes vigentes né&o
permitem a presenca de esporos de Clostridium perfringens em amostras de
carne. Considerando isto uma das amostras de coracao estava fora dos padrbes

estabelecidos, sendo essa identificada como Clostridium perfringens.

Avaliacéo da presenca/ auséncia de Salmonella sp

Muitos trabalhos relatam a presenca de Salmonella spp em carne de
frango. Porém MESQUITA, et.al (2006), FERREIRA, et. al (2008), DELU et. al.
(2006) néo verificaram a presenca de Salmonella sp em nenhuma das amostras
analisadas, resultado esse condizente com este trabalho. CONCEICAO et al.
(2008), analisando cortes de frango também tiveram dificuldade em isolar
Salmonella quando fez um teste comparando duas metodologias e argumentou a
dificuldade de isolar esse microrganismo. O presente trabalho teve o cuidado de
submeter as amostras caracteristicas de Salmonella sp a testes moleculares para
confirmac&o. As coldnias foram analisadas pelo PCR real time, BAX®Q; System, o
gual as amostras positivas sdo gerados graficos no sistema indicando a presenca
de DNA de Salmonella sp. Mesmo com essa ferramenta ndo foi possivel o

isolamento bacteriano.

Consideracdes Finais

Programas de conscientizagcdo pela vigilancia sanitaria nas escolas e nos

estabelecimentos comerciais dos municipios seriam de grande importancia uma
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vez que apresentaria os riscos que podem ser provocados pela falta de higiene
pessoal e ambiental.

A legislacdo também nem sempre estabelece padrbes de contagens para
0S microrganismos patogénicos aos alimentos, dificultando assim a avaliagédo

necessaria para alguns tipos de cortes.
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VI. CONCLUSOES

- Em todos os estabelecimentos foi encontrado algum tipo de contaminacédo dos
cortes de frango.

- As amostras de alguns estabelecimentos em relacdo aos microrganismos
mesdfilos totais, Staphylococcus sp, estafilococos coagulase positiva, coliformes
totais e terotolerantes e Clostridium perfringens avaliados estavam improprias para

0 consumao.

- A contaminacao de alimentos por Estafilococos coagulase positiva € preocupante
uma vez que essa bactéria € capaz de produzir uma toxina que € termorresistente,

ou seja, ndo é destruida pelo cozimento.

- A legislacdo ndo permite a presenca de esporos de Clostridium perfringens,
portanto a amostra positiva deveria ser condenada pois a presente contagem seria

capaz de causar uma intoxicag&o alimentar.

- A resisténcia a Eritromicina é preocupante uma vez que esse antimicrobiano &
muito utilizado nas praticas médicas. Entretanto, observou-se apenas uma cepa

resistente, mostrando assim um resultado ainda satisfatorio.
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