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RESUMO

O Brasil é o terceiro produtor e maior exportador mundial de carne de frango.
Os principais destinos da carne de frango produzida no Brasil sdo o Oriente Médio e
Asia. Para atender aos mercados consumidores com qualidade e preco, a indUstria
avicola precisa ser competitiva e buscar a diversificacdo de produtos. O
aproveitamento dos pés de frango pode ser uma opcao bem lucrativa. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar, pelas analises quantitativas (Contagem Padréo
de Microrganismos Mesofilos Aerobios - CPMM), Numero Mais Provavel de
Coliformes Totais - CT e Termotolerantes - CTT) e qualitativas (Pesquisa de E. coli
0157:H7 e de Salmonella spp.), a qualidade bacteriolégica de pés de frango como
produto para consumo humano em diferentes etapas do processamento tecnoldgico
em industria sob Inspecdo Sanitaria Federal. Para as analises quantitativas, foram
coletados 80 pés de frangos de corte, de 20 lotes distintos, em quatro etapas do
processamento: no inicio, apds o corte na articulacdo tibia-metatarso (P1); apés
escaldagem e retirada da cuticula (P2); apés o pré-resfriamento, na saida do
“chiller”, (P3); e no final do processamento, apos o congelamento (P4). Para as
andlises qualitativas, foram coletados 15 pés, logo apds o corte na articulacéo tibia-
metatarso (P1) e 15 pés, apds o congelamento (P4), também de 20 lotes. De um dos
lotes coletados n&o foi possivel a realizagdo das analises. Houve diminuicdo na
contaminacao dos pés de frango ao longo do processamento tecnologico, observada
através das analises quantitativas de CPMM, CT e CTT. Nenhuma das amostras de
Escherichia coli, isoladas em P1 ou em P4, foi confirmada como O157:H7. Dos 19
lotes analisados, 13 (68,42%) foram positivos para Salmonella spp., a partir das
amostras coletadas em P1. Nas amostras de P4, apenas um (5,26%) lote foi positivo
para Salmonella. A chance de haver Salmonella spp. em P1 foi 39 vezes maior que
em P4 (OR=39,00; P<0,05)IC= 4,17 a 363,64). O sorotipo Salmonella
Schwarzengrund foi encontrado em 13 dos 19 lotes de frangos estudados e os
sorotipos Salmonella Anatum e Salmonella Corvallis foram identificados em um lote.

Palavras-chave: patas, microbiologia, corte de frango, descontaminacdo, Salmonella
spp., Escherichia coli, O157:H7, coliformes, totais, termotolerantes, indicadores.



ABSTRACT

Brazil is the third largest producer and exporter of chicken meat. The main
destinations of chicken meat produced in Brazil are the Middle East and Asia. To
meet the consumer markets with quality and price, the poultry industry must be
competitive and seek for diversification of it's products. The use of chicken feet can
be a very lucrative option. This study aimed to evaluate, by the quantitative analysis
(Aerobic Mesophilic Standard Count - CPMM), Most Probable Number of Total
Coliforms - CT and Thermotolerant Coliforms - CTT) and qualitative (Detection of
Escherichia coli O157: H7 and Salmonella spp.), the microbiological quality of
chicken feet as a product for human consumption in different steps of technological
processes in industry under Federal Inspection. For the quantitative analysis 80 feet
of broilers of 20 separate flocks were collected, with four processing steps: at the
beginning, after cutting the joint tibia-metatarsus (P1); after scalding and removal of
the cuticle (P2); after cooling, the output of the chiller (P3), and at the end of
processing, after freezing (P4). For the qualitative analysis, there were collected 15
feet, after cutting the tibia-metatarsus (P1) and 15 feet, after freezing (P4), also from
20 flocks. It was not possible to analyse one of them. There was decrease of the
contamination of chicken feet along the technological processes, observed through
guantitative analysis of CPMM, CT and CTT. None of E. coli isolated from P1 or P4,
was confirmed as O157: H7. From samples collected in P1, 19 of 13 flocks (68.42%)
were positive for Salmonella spp. From samples at P4, only one (5.26%) was
positive, which was also in P1. The chance to be Salmonella spp. in P1 was 39 times
higher than in P4 (OR = 39.00, P <0.05, Cl = 4.17 to 363.64). In one of the 19 flocks
of chickens studied, the serotypes Salmonella Corvallis and Salmonella Anatum
were identified, in all other was found -the serotype Schwarzengrund.

Key words: feet, microbiology, cut chicken, decontamination, Salmonella spp.,
Escherichia coli O157: H7, coliforms, total coliforms, indicators.



1 INTRODUCAO

A industria avicola brasileira vem batendo sucessivos recordes de producéo,
exportacdo e consumo interno, sendo o Brasil, hoje, 0 maior exportador e terceiro
produtor mundial de carne de frango (ABEF, 2010). Para assegurar estes mercados,
a industria deve ser cada vez mais competitiva e diversificada em seus produtos,
procurando atender os mercados consumidores com qualidade e preco. Neste
contexto, o aproveitamento dos pés de forma mais lucrativa € fundamental, porque
representam uma porcao importante no peso final do frango e possuem baixo valor
comercial em nosso Pais, sendo considerados principalmente como subproduto e
destinados a fabricacdo de ra¢cdes animais.

Os mercados orientais sdo 0s que se destacam atualmente em relacdo a
comercializacdo de pés de frango, com maior valor agregado, destinado ao consumo
humano. Estes mercados estdo em franca expansao, com consumidores de poder
aquisitivo cada vez maior e aumento insuficiente da producao para suprir o0 mercado
interno. Com a intensificacdo da comercializacdo internacional, aumentaram as
preocupacfes com a qualidade e seguranca destes produtos. Em 2005 foram
estabelecidos na China, principal importador mundial de pés de frangos, novos
padrées para aceitacdo de carnes de frango, tendo sido considerados muito
rigorosos em comparacao a legislacéo de outros paises (WHO, 2007).

Muitos fatores influenciam na qualidade microbioldgica dos alimentos, desde
sua producdo até o consumo. O controle sobre todas as etapas pelas quais o
alimento passa, garante sua qualidade e diminui os riscos e, para isso, uma série de

leis e padrdes internacionais foram implementados.
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O monitoramento das doencas transmitidas por alimentos € dificultado por
diversos fatores, sendo a subnotificacdo, o principal. Entre os causadores de
doencas transmitidas por alimentos estdo patdogenos como Salmonella spp. e
Escherichia coli O157:H7. Por vezes as complicagfes decorrentes da infecgdo por
estas bactérias sdo muito sérias, podendo levar a morte. Somente cinco patdgenos
sdo responsaveis por 90% das mortes associadas ao consumo de alimentos
contaminados: Salmonella (31%), Listeria (28%), Toxoplasma (21%), virus Norwalk-
like (7%), Campylobacter (5%) e E. coli O157:H7 (3%) (MEAD, 1999).

No Brasil foi regulamentado um limite maximo de tolerancia de coliformes
termotolerantes em carnes de aves, sendo estes organismos, indicadores de
qualidade e higiene durante a producdo (BRASIL, 2001a). Também foi aprovada
uma Instrucdo Normativa que instituiu o Programa de Reducdo de Patdgenos,
Monitoramento Microbiolégico e Controle de Salmonella sp. em Carcacas de
Frangos e Perus (BRASIL, 2003a). Este programa tem como objetivo a reducao na
prevaléncia de carcacas contaminadas através do monitoramento ativo pela Servigco
de Inspecéo Federal.

Como a producao de pés é voltada principalmente para o mercado externo, e
no Brasil ainda ndo ha uma legislacdo especifica que determine o padréo de
qualidade dos pés, as industrias estdo inspecionando e classificando esse produto
de acordo com as exigéncias do mercado consumidor.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar, pelas analises quantitativas
(Contagem Padrdo de Microrganismos Mesoéfilos Aerdbios, Niumero Mais Provavel
de Coliformes Totais e Termotolerantes) e qualitativas (Pesquisa de E. coli O157:H7
e de Salmonella spp.), a qualidade microbiolégica de pés de frango como produto
para consumo humano em diferentes etapas do processamento tecnologico em

industria sob Inspecao Sanitaria Federal.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O SETOR AVICOLA BRASILEIRO

Desde a década de 1970, o Brasil vem se destacando no mercado mundial de
paises produtores de carne de frango por seu crescimento constante ao longo dos
anos, sendo atualmente o terceiro maior produtor mundial (TALAMINI et al., 2005) e
tendo conquistado em 2004 a posicdo de maior exportador mundial de carne de
frango (ABEF, 2008). Desde entdo, a industria avicola vem batendo sucessivos
recordes de producdo, exportacdo e consumo interno. Porém, com 0S recentes
efeitos da crise financeira internacional, houve uma ligeira queda em 2009. A
producdo nacional de frango em 2008 foi de 10,9 milhdes de toneladas, crescimento
de 4,5% em relacdo a 2007. Em 2009 a producéo foi praticamente a mesma de
2008, havendo uma reducéao de 0,03% (UBA, 2009; ABEF, 2009).

As exportagdes em 2008 somaram 3,6 milhGes de toneladas, registrando
crescimento de 10,9% em relacdo ao ano anterior. Em 2009 o volume exportado foi
similar ao realizado em 2008, havendo reducédo de 0,3%. A receita cambial, que
somou US$6,9 bilhbes em 2008, sofreu uma queda de 16,33%, com US$5,8 bhilhdes
em 2009. Deste total, os embarques de cortes de frango em 2009 foram da ordem
de 1,9 milhGes de toneladas, representando 51,92% do total de frango exportado.
Isso significou queda de 3,3% em relacdo ao ano anterior e de 20% na receita
cambial, que foi de US$2,9 bilhdes (ABEF, 2010).

Os principais destinos da carne de frango produzida no Brasil sdo o Oriente
Médio e Asia. Em 2009, foram embarcadas para o Oriente Médio, 1,37 milhdes de
toneladas, 37,63% do total exportado e um incremento de 22,87% em relacdo ao
ano anterior, porém com aumento de apenas 0,5% na receita que foi de US$1,9

bilhdo. Para a Asia foram exportadas 946 mil toneladas, 26,05% do total exportado,
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representando discreto aumento de 1,20% no volume, com reducédo de 26% na
receita cambial, totalizando US$1,5 bilhdo (TURRA, 2010).

2.2 O PRODUTO: PES E PATAS DE FRANGO

Na Resolucdo n°1, de 09 de janeiro de 2003 (BRASIL, 2003c), que aprova a
uniformizacdo da nomenclatura de produtos carneos nao formulados em uso para
aves entre outras espécies animais do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), h4 descricdo de varios produtos obtidos de aves e seus
cortes, incluindo os pés como um tipo de corte.

Em 2007, a Comissdo Econbmica das NacgGes Unidas para a Europa
(UNECE) fez a divisdo e padronizacdo comercial dos produtos, pés e patas,
elaborando um documento com colaboracdes de varios paises, incluindo o Brasil.

Os pés sdo processados, apdés removidos da carcaga, com o corte da perna
na articulacdo entre o metatarso e a tibia. As unhas e a fina cuticula amarela que
cobre os pés sédo removidas. Os pés processados consistem, entdo, no metatarso e
qguatro dedos com a carne e pele associados. Para produzir a pata, o corte é feito no
metatarso aproximadamente na altura do espordo. A diferenca entre pé e pata
consiste na altura do corte no momento da separacao da carcaca (UNECE, 2007).

Para a industria, o aproveitamento dos pés de forma mais lucrativa é
fundamental, uma vez que representam uma porcao importante do peso final do
frango. Loddi et al. (2000) encontraram valores entre 5,79 a 6,15% do peso dos pés
em relacdo a carcaca de aves linhagem Ross. Santos et al. (2005) compararam 0s
valores de rendimento dos pés de frango entre uma linhagem industrial e duas
coloniais, obtendo 3,61 para machos e 3,53% para fémeas da linhagem Cobb
(G500), 4,21 e 3,41% para linhagem Paraiso Pedrés e 4,00 e 3,38% para linhagem
ISA Label (Isa JA 57).

Na constituicdo dos pés do frango, elevada quantidade de proteinas e lipideos
€ encontrada, sendo altos também os teores de colageno dentre as proteinas. A
composicdo centesimal dos pés de frango foi estudada objetivando o
aproveitamento secundario através do uso do colageno (ALVES; PRUDENCIO-
FERREIRA, 2002; LIU et al., 2001). Tecidos ricos em colageno sédo importantes para
estabilizar emulsdes e fornecer propriedades texturais em hamburgueres, linguicas,

salsichas e mortadelas. A molécula de colageno é 60% hidrofébica e durante o
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processamento de produtos carneos em temperaturas de 60 °C a 65°C, as fibras
colagenosas comecam a encolher, desnaturar e gelatinizam, tornando-se capazes
de encapsular a gordura (ALVES; PRUDENCIO-FERREIRA, 2002).

As propriedades terapéuticas para o colageno hidrolisado extraido de pés de
frango sado citadas por alguns pesquisadores. Iway et al. (2005) observaram que
peptideos deste colageno foram absorvidos diretamente para a corrente sanguinea.
A partir de entdo, estudos in vitro puderam ser delineados para examinar potenciais
efeitos biolégicos pela ingestdo de produtos a base de gelatina. Apdés a
administracdo do colageno a ratos, Saiga et al. (2008) identificaram efeito
significativo na reducdo da pressdo sanguinea em ratos hipertensos
espontaneamente e Watanabe-Kamiyama et al. (2010) observaram aumento da
matriz organica dos 0ssos, sugerindo possiveis efeitos benéficos sobre a
osteoporose.

Na maioria dos paises, inclusive no Brasil, os pés de frango sédo considerados
um subproduto, sem valor comercial para o mercado interno, tendo como destino
final a graxaria. Apenas uma pequena parte € comercializada no mercado interno
para a producdo de frango inteiro, quando pés e cabecas sdo colocados em saco
plastico individual, juntamente com os miudos, no interior ou ndo das carcagas
(BRASIL, 1998). Para os orientais, estes cortes possuem grande importancia
comercial e sdo considerados como verdadeiras iguarias da culinaria asiatica.
Podem ser consumidos como ingredientes em sopas ou marinados (RODRIGUES,
2008).

O Brasil exporta pés de frango para o Oriente ha pelo menos 20 anos, porém,
com a abertura do mercado chinés nos ultimos anos, este processo se intensificou
(RODRIGUES, 2008). A importacdo deste produto pela China correspondeu em
2008 a maior parte das importagcfes de produtos avicolas, representando 61,76% do
total importado pela China. Em relacdo ao Brasil, o0 comércio de pés € ainda mais
importante, representando 82,57% das exportacdes de produtos de frango ao Pais
(ZHANG, 2009).

Segundo Rodrigues (2008), comerciantes brasileiros venderam pés e patas
de frango em 2008 aos paises orientais a um valor que variou entre US$1.000 e
US$1.600 a tonelada. No mesmo ano, o Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos da América (USDA) declarou que China e Hong Kong foram responséaveis

por 97,3% das importacbes de pés provenientes do Pais, vendidos a um precgo
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médio de US$666 a tonelada (USDA, 2009). Neste periodo o frango inteiro foi
comercializado a um valor médio por tonelada de US$1.467 em Hong Kong e a
US$1.540 na China (APA, 2010).

2.3 PROCESSAMENTO TECNOLOGICO E INSPECAO SANITARIA DE PES E
PATAS DE FRANGO

O processamento tecnologico dos pés e patas de frango tem seu inicio no
corte da perna e sua separacdo da carcaca, que pode ocorrer ainda na area suja,
antes do primeiro transpasse, ou ja na area limpa, apés a inspe¢do sanitaria.
Quando o corte é feito ainda na area suja, deve haver um “Ponto de Inspec¢ao” antes
do corte para a retirada de frangos com caracteristicas que determinam a
condenacgdo total da carcaga. Deve haver equipamento adequado e/ou &rea
destinada a escaldagem de pés e retirada da cuticula, quando se destinarem para
fins comestiveis (BRASIL, 1998). No Regulamento da Inspecéo Industrial e Sanitaria
de Produtos de Origem Animal de 1952, constam duas faixas de temperatura
utilizadas na escaldagem, 82°C a 90°C e entre 53°C e 55°C, embora outras possam
ser utilizadas, desde que aprovadas previamente pelo Departamento de Inspecéo de
Produtos de Origem Animal (DIPOA) (BRASIL, 1952). Apds este processo, 0S pés
devem ser imediatamente pré-resfriados em resfriadores continuos (“chiller”) por
imersdo exclusivos para este fim, obedecendo ao principio de renovacéo de agua e
contracorrente a temperatura maxima de 4°C (BRASIL, 1998).

E grande a ocorréncia do chamado calo de pé. Este tipo de lesdo se
enquadra no Anexo IX — Destinos e Critério de Julgamento em Aves com
Dermatoses da Portaria n° 210 do MAPA (BRASIL, 1998). “As carcacas de aves
gue possuem evidéncia de lesdo na pele, e/ou carne das mesmas, devera ser
rejeitada a parte atingida, ou quando a condi¢ao geral da ave foi comprometida pelo
tamanho, posicado ou natureza da leséo, as carcacas e visceras serdo condenadas”.
Como a producdo de pés € voltada principalmente para o mercado externo, € no
Brasil ainda ndo ha uma legislagdo especifica que determine o padrdo de qualidade
dos pés, as industrias estdo inspecionando e classificando esse produto de acordo
com as exigéncias do mercado consumidor (TEIXEIRA, 2008). Devido ao baixo
custo de mao-de-obra em relacdo a outros paises, principalmente os Estados

Unidos da América (EUA), que é o principal competidor internacional pelo mercado
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de pés, as industrias brasileiras podem selecionar melhor o produto e acondicionar
em embalagens menores, garantindo melhor qualidade e apresentacédo do produto
no exterior (BEAN et al., 2007).

2.4 QUALIDADE MICROBIOLOGICA EM ALIMENTOS DE ORIGEM ANIMAL

Em um processo tdo complexo quanto a producdo e consumo de alimentos,
muitos fatores afetam tanto a probabilidade quanto a severidade da ocorréncia de
doencas transmitidas por alimentos (LAMMEERDING et al., 2001). O numero de
microrganismos em um alimento € variavel em razdo da contaminacao inicial,
aumento ou reducdo durante processamento, recontaminacdo de produtos
processados, armazenamento, venda e manipulacdo. A microbiota estd mudando
constantemente (BANWART, 1981a).

Avaliacbes de riscos associados a alimentos em geral ou atribuidos a
alimentos especificos, sdo predominantemente descricdes qualitativas de perigos,
rotas de exposicdo, praticas de manipulacdo e consequéncias de exposi¢ao.
Quantificar qualquer destes elementos é desafiador, uma vez que muitos fatores
influenciam no risco de doencas transmitidas por alimentos, por isso, interpretacdes
de dados sobre prevaléncia, numeros, comportamento de microrganismos e
estatisticas em saude coletiva se tornam complicadas. Consequentemente, politicas,
regulamentos e outros tipos de decisdes, em relagdo a seguranga dos alimentos
foram largamente baseadas em aspectos subjetivos e especulativos. Com o0s
avancos no conhecimento, nas técnicas analiticas e nos dados de saude coletiva,
aliados a crescente preocupacdo de consumidores, comeércio internacional e estudos
econdmicos e sociais do impacto das doencas transmitidas por alimentos, 0s
métodos quantitativos na avaliagdo de riscos tornaram-se um reforco para a tomada
de decisGes no contexto da seguranca dos alimentos (LAMMERDING et al., 2001).
Apoiados nestes novos conceitos, uma série de regulamentacdes foi implementada
com objetivo de controlar a produgdo dos alimentos e diminuir riscos aos
consumidores (BRASIL, 2001a; BRASIL, 2001b; BUGANG, 2006).

Na RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001, emitida pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), ha determinacdo que o padrdo microbiolégico da
carne de aves deve ser analisado segundo um plano de trés classes. A unidade
amostral analisada (n) pode ser classificada como aceitavel, de qualidade
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intermediaria aceitavel ou inaceitavel, em funcdo de limites intermediario (m) e
méaximo (M) de contaminacdo, além de um numero aceitavel de unidades de
amostra, designado por c, com contagem entre os limites m e M. As demais
unidades devem apresentar valores menores ou iguais a m. Se qualquer das
unidades apresentar valores superiores ao M, o produto € considerado inaceitavel. O
anico padrdo definido pela legislacédo para carne de aves in natura é para coliformes
termotolerantes, no qual o limite para amostra indicativa, quando n € menor que
cinco amostras, é de 1x10* Unidades Formadoras de Coldnia (UFC)/g ou Nimero
mais Provavel (NMP)/g. Para amostragem representativa, quando n € igual a cinco
amostras, até trés amostras podem ter resultados entre 5x10° UFC/g ou NMP/g e
10* UFC/g ou NMP/g para serem consideradas de qualidade intermediaria e com
menos de trés amostras dentro desta faixa o produto € considerado de qualidade
aceitavel (BRASIL, 2001a).

A RDC n° 13, de 2 de janeiro de 2001, que aprova o Regulamento Técnico
para Instrucdes de Uso, Preparo e Conservacdo na Rotulagem de Carne de Aves e
Seus Miudos Crus, Resfriados ou Congelados, traz aos produtores a obrigatoriedade
de incluir essas instrugbes na rotulagem de carne de aves e seus miudos crus,
resfriados ou congelados. Estas instru¢cdes funcionam medidas que auxiliem o
consumidor no controle do risco de infeccdo por Salmonella spp. associada ao
consumo destes alimentos (BRASIL, 2001b).

Em 2003 foi instituido pelo MAPA, o Programa de Reducdo de Patdgenos
Monitoramento Microbiolégico e Controle de Salmonella sp. em Carcacas de
Frangos e Perus. Este programa implementa a andlise sistematica e continua de
carcacas in natura, para pesquisa de Salmonella spp. em todos os estabelecimentos
de abate registrados no Servi¢co de Inspecéo Federal. Para isso, foi estabelecido um
plano de duas classes, em que a cada ciclo de 51 amostras sdo aceitas até 12
amostras positivas. Quando o ciclo ndo é violado, o estabelecimento recebe
certificacdo do MAPA referente a auséncia de Salmonella spp. no produto final.
Porém, dependendo do numero de vezes em que foi violado, san¢des sdo impostas
ao estabelecimento, desde notificacdo oficial para revisdo dos programas de
qualidade e controle até liberacdo dos lotes condicionada a testes negativos para
Salmonella spp. (BRASIL, 2003a).

A partir de 2005 os padrdes tecnologicos e sanitarios dos pés de frango para

a producdo e comercializacdo em Hong-Kong e na China Continental foram
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unificados. Novos padr6es microbiolégicos foram definidos para aplicagdo em
produtos resfriados e congelados. Para produtos resfriados, é aceita uma contagem
total de bactérias aerébias de 1,0x10° UFC/g e de coliformes de 1,0x10* NMP/100g
e para produtos congelados, € aceita uma contagem total de bactérias aerdbias de
5,0x10° UFC/g e de coliformes de 5,0x10° NMP/100g. Tanto para produtos
resfriados como congelados foi estabelecido como padrdo a auséncia dos
patdogenos Salmonella spp. e E. coli O157:H7 em cinco amostras de 25 gramas
(BUGANG, 2006).

Trés métodos gerais que sdo empregados para estimar a presenca de
microrganismos viaveis em amostras sdo: o0 método de contagem em placa, método
de NMP e método de membrana filtrante. O principio basico destes métodos € que
apos incubacao, a populacdo de microrganismos originalmente presente pode ser
estimada contando-se as coldnias formadas ou numero de tubos mostrando
evidéncias de crescimento pela diluicdo utilizada. Variando o meio de crescimento
ou condicbes de incubacéo, diferentes microrganismos podem ser enumerados
utilizando qualquer dos métodos. O melhor meio e condi¢ces para determinacdo do
namero de coldnias pode variar entre um alimento e outro e, uma vez determinado,
pode ser muito Util na andlise rotineira de alimentos. A competéncia e precisdo do
analista é muito importante, uma vez que pequenas variagcdes nos procedimentos
podem alterar os resultados obtidos na contagem de colénias (SWANSON et al.,
2001).

Kotula e Pandya (1995) realizaram um trabalho para avaliar a carga
bacteriana em penas, pele e pés de frangos abatidos, antes da escaldagem.
Obtiveram as menores contagens para a contaminagcao nos pés com valor meédio de
6,2 log;o UFC/g. Também estudaram a prevaléncia de Salmonella spp. em pés de
frangos antes da escaldagem, estando contaminados 55% dos lotes analisados.

Bilgili et al. (2003; 2010) apresentaram no “International Poultry Scientific
Forum” e publicaram em forma de resumo um estudo para verificar as diferencas
nos niveis de contaminacdo de patas apos o pré-resfriamento, entre industrias com
e sem fiscalizacédo do “Food Safety and Inspection Service” (FSIS). Como resultados
foram obtidas média de 3,14 log;, para Contagem Padrdo de Microrganismos
Mesofilos Aerbébios (CPMM), -1 logip para E. coli e prevaléncia de 2,78% de
Salmonella spp., tendo sido destacado pelos autores, os baixos indices de
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contaminacgao, que se deram provavelmente pelo processo de produgédo das patas
(BILGILI et al., 2003, BILGILI, 2010).

Em relacdo aos pés de frango como alimento de origem animal, existe a
necessidade de implementacéo de legislacdo especifica, estabelecendo padrbes de
qualidade considerando as diferencas no processamento tecnolégico em

comparacao a outros cortes.

2.4.1 Contagem Padrdo de Microrganismos Mesofilos Aerdbio s Estritos e

Facultativos Viaveis em Alimentos

A Contagem Padrdao de Microrganismos Mesofilos Aerdbios Estritos e
Facultativos Viaveis em Alimentos (CPMM) ndo € uma medida de toda a populacao
bacteriana, mas uma analise genérica para quantificar microrganismos que crescem
em aerobiose ou microaerobiose em temperaturas para mesofilos, geralmente
utilizadas entre 25°C a 37°C (HARRIGAN, 1998; MORTON, 2001).

O meétodo mais utilizado e que possui maior precisdo na realizacdo da CPMM
€ o de “pour plate”. Duas importantes suposi¢cdes estdo relacionadas ao método, a
primeira, de que 0s microrganismos em suspensdo estdo dissociados em células
Gnicas e cada uma formara uma colbnia; e a segunda, de que todas as células
semeadas no meio de cultura irdo crescer e formar uma col6nia, porém, nenhuma é
precisa. Nem todas as colonias se formarao a partir de células Unicas, pois bactérias
geralmente crescem em aglomerados e cadeias e 0os movimentos realizados na
homogeneizacdo ndo sdo suficientes para desfazer todas as ligacées. O ambiente
(meio, temperatura, oxigénio) em que 0s microrganismos sao colocados, assim
como os tratamentos aos quais as bactérias sdo submetidas (aquecimento subletal,
congelamento, irradiacdo) ou mesmo a presenca de diferentes tipos de
microrganismos terdo influéncia na capacidade de multiplicacdo. Com todos estes
erros, a contagem em placas pode representar algo entre 10% e 90% do numero
real presente em uma amostra (BANWART, 1981a).

CPMM é um mal indicador de seguranga na maioria dos casos, uma vez que
ndo estd diretamente correlacionada com a presenca de patdbgenos ou toxinas.
Baixas contagens de microrganismos nédo significam produtos livres de patégenos,
assim como altas contagens nao significam sua presenca. No entanto, dependendo

da situacdo, CPMM pode ser importante na avaliacdo da qualidade do alimento.
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Nestes casos, altas contagens podem significar problemas de higiene, no controle
do processamento ou com ingredientes (BANWART, 1981; MORTON, 2001).

2.4.2 Numero Mais Provavel de Coliformes Totais e N Umero Mais Provavel de

Coliformes Termotolerantes

Schardinger em 1892 e Smith em 1895, em trabalhos independentes,
introduziram o uso de E. coli como microrganismo indicador da potencial presenca
de patdgenos entéricos em agua, por exemplo Salmonella Typhi. A premissa era
que E. coli em agua indicava contaminacdo fecal porque E. coli e patdgenos
entéricos eram encontrados nas fezes de animais de sangue quente.
Posteriormente, E. coli e coliformes foram utilizados como indicadores de leite
pasteurizado e produtos lacteos e depois para outros alimentos. Sem muitos
estudos, foram utilizados em um largo espectro de alimentos com diferentes
ecologias microbianas. JA4 em 1924, pesquisadores alertaram que alguns métodos
analiticos que funcionavam bem para analisar agua, ndo se prestavam para analises
de leite. Estes paradigmas histéricos originados no campo do sanitarismo de agua
continuaram a causar confusdo na area de alimentos (KORNACKI; JOHNSON,
2001).

A presuncdo de que a presenca ou altos numeros de E. coli, coliformes,
coliformes termotolerantes ou Enterobacteriaceae em alimentos significa que
ocorreu contaminacao fecal € equivocada por uma série de razdes: estas bactérias
nao sdo habitantes obrigat6rios do trato intestinal de animais de sangue quente; é
sabido que existem reservatérios destes microrganismos no ambiente; sdo comuns
em ambientes de manipulacdo de alimentos e podem fazer parte da microbiota
residente, especialmente quando ndo h& sanitizacdo adequada e o crescimento de
alguns coliformes, coliformes termotolerantes e Enterobacteriaceae pode acontecer
sob refrigeragdo. Nos anos 70, uma primeira tentativa de se diferenciar E. coli,
coliformes e Enterobacteriaceae foi realizada entre utiliza-los como indicadores da
potencial presenca de patdgenos e como indicadores de qualidade geral de
alimentos (KORNACKI; JOHNSON, 2001).

A maior aplicacdo de testes para E. coli, coliformes e Enterobacteriaceae € a
analise da qualidade geral de um alimento e condi¢cbes higiénicas presentes no

momento do processamento. A enumeracao destes microrganismos em produtos
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tratados termicamente, por exemplo, pode ser utilizada para verificar se o
processamento foi suficiente para inativar as bactérias vegetativas presentes no
alimento (KORNACKI; JOHNSON, 2001).

Coliformes Totais (CT) sédo bactérias aerObias ou anaerdbias facultativas,
Gram negativas, bacilos ndo formadoras de esporo e que fermentam lactose,
formando acido e gas, quando incubadas a 35°C durante 48 horas. Podem ser
classificadas como coliformes totais, 20 ou mais espécies. Coliformes
Termotolerantes (CTT) séao definidos como os coliformes que fermentam lactose
produzindo acido e gas quando incubadas entre 44,5°C e 45,5°C em 48 horas,
geralmente em Caldo EC. Cepas de E. coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
spp. (incluindo agglomerans, aerogenes e cloacae) e Citrobacter freundii podem ser
recuperadas no teste de coliformes termotolerantes dependendo do alimento e
temperatura de incubacdo (KORNACK; JOHNSON, 2001; LANDGRAF, 2008).

As andlises de CT e CTT sdao realizadas pela técnica de NMP. Esta técnica
possui algumas vantagens como a recuperacdo de células danificadas devido ao
enriqguecimento do meio, auséncias de danos a célula causados pelo calor que
meios “soélidos” derretidos (como acontece na técnica de “pour plate”), ndo ha
confusdo entre particulas e colbnias durante contagem feita em meios sélidos e
ajuste da sensibilidade do teste alterando a quantidade e/ou diluicdo testada
(KORNACKI; JOHNSON, 2001).

2.5 Escherichia coli O157:H7

A E. coli, identificada como parte da microbiota da maioria dos animais, foi
considerada como um microrganismo ndo patogénico durante muito tempo.
Posteriormente foi estimado que 10 a 20% das cepas sejam potencialmente
patogénicas aos animais. Estudos relacionados a patogenicidade de E. coli
mostraram que as amostras patogénicas possuem mecanismos de viruléncia
especificos, e por isso, as diferentes amostras foram classificadas em patotipos: E.
coli enteroinvasora, E. coli enterotoxigénica, E. coli enteropatogénica, E. coli
enterohemorragica, E. coli enteroagregativa, E. coli uropatogénica e E. coli que
adere difusamente (FERREIRA ; KNOBL, 2009; NATARO; KAPER, 1998).

O género Escherichia pertence a familia Enterobacteriaceae e é dividido em

cinco espécies: E. coli, E. blattae, E. fergusonii, E. hermannii e E. vulneris, porém a
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espécie E. coli é considerada a espécie de importancia do género. Escherichia coli
teve sua primeira descricdo em 1885 por Theodor von Escherich, denominando-a de
Bacterium coli commune. (CAMPOS, 1999; FERREIRA; KNOBL, 2009).

Os organismos da espécie E. coli sdo Gram negativos, possuem a forma de
bastonetes curtos, cujo tamanho varia de 1,1 a 1,5 pm x 2 a 6 pm, ndo formam
esporos, sdo anaerobios facultativos. Algumas possuem capsula e geralmente sao
moveis pela presenca de flagelos peritriquios, existindo também cepas imoéveis
(FERREIRA; KNOBL, 2009).

E. coli apresenta resultado positivo para os testes bioquimicos de vermelho
de metila, indol, lisina e motilidade e resultado negativo para os testes de utilizacao
do citrato, hidrdlise de ureia, producéo de gas sulfidrico (H,S) e oxidase (FERREIRA;
KNOBL, 2009). Fermenta a glicose, maltose, manose, manitol, xilose, glicerol,
ramnose e arabinose com producao de acido e gés. A lactose € fermentada por 90%
das cepas, o restante, incluindo muitas cepas patogénicas sao tipicamente lactose
negativas (NATARO; KAPER, 1998; FERREIRA; KNOBL, 2009). Enquanto 90% das
cepas isoladas de E. coli fermentam sorbitol, E. coli O157:H7 n&o o faz,
caracteristica utilizada na técnica de isolamento (DOYLE, 1991), embora existam
algumas cepas deste sorotipo que s&o sorbitol positivas (ORDONEZ; TRABULSI,
2005).

Escherichia coli crescem a temperaturas que podem variar entre 18 e 44°C,
sendo ideal a temperatura de 37°C (FERREIRA; KNOBL, 2009). Outra diferenca
importante do sorotipo O157: H7 para os demais é a inabilidade de crescer a
temperaturas de 44 a 44,5°C (DOYLE, 1991). Pesquisadores demonstraram que a
temperatura para o crescimento e producdo de gas de E. coli O157:H7 no caldo EC
em 48 horas varia entre 19,3 °C a 41,0°C, ou seja, pelos procedimentos tradicionais,
0 isolamento deste sorotipo fica prejudicado (RAGHUBEER; MATCHES, 1990).
Diversos trabalhos foram realizados para estudar a tolerdncia da bactéria a
temperaturas elevadas. Utilizando carne de frango moida inoculada com E. coli
0157:H7 com 3% e 11% de gordura, Ahmed et al. (1995) encontraram valores D
para 60°C de 0,38 e 0,55 minutos, respectivamente. Ahmed e Conner (1995)
encontraram valores D significativamente diferentes para trés isolados de E. coli
0157:H7 a 60°C, 1,38, 1,78 e 2,66 minutos. Kotrola et al. (1997) determinaram os
valores D para carne de peru e alguns produtos formulados com diferentes niveis de

gorduras e aditivos, encontraram para a temperatura de 60°C valores entre 0,7 e 4,4
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minuto. Também estudaram periodos de tempo necessarios para redugéo de 5 logso,
para 60°C obtiveram periodos entre 8,3 e 18 minutos, enquanto para 71,1°C , entre
0,04 e 0,2 minuto. Juneja e Marmer (1999) utilizaram um “pool” de quatro isolados
de E. coli O157:H7 inoculados em carne de peru e obtiveram valor D para 60°C
entre 1,37 e 2,10 minutos e para 65°C de 0,23 a 0,29 minutos.

2.5.1 Descricao do sorotipo O157:H7

O reconhecimento da E. coli enterohemorragica (EHEC) se deu através de
duas observacgdes epidemioldgicas que foram determinantes para isso. A primeira foi
reportada por Riley et al. (1983) que investigou surtos de uma doenca
gastrointestinal distinta caracterizada por fortes dores abdominais, diarreia aquosa
seguida de diarreia com sangue vivo e pouca ou nenhuma febre. Esta doenca foi
denominada colite hemorragica e foi associada a ingestdo de hamburgueres mal
cozidos. Culturas feitas a partir das fezes dos pacientes demonstraram a presenca
de um sorotipo de E. coli raramente isolado anteriormente, O157:H7. A segunda
observacdo foi realizada por Karmali et al. (1983) quando relacionaram casos
esporadicos de Sindrome Hemolitica-Urémica (SHU) com citotoxinas e E. coli
produtoras destas citotoxinas nas fezes destes pacientes. Nataro e Kaper (1998)
definem SHU pela triade de falha renal aguda, trombocitopenia e anemia hemolitica
microangiopatica, ja era conhecida por ser tipicamente precedida por uma diarreia
sanguinolenta indistinguivel da colite hemorréagica.

Posteriormente pesquisadores demonstraram que a toxina era idéntica aquela
produzida por Shigella dysenteriae 1, toxina Shiga (Stx), considerada como fator de
viruléncia em comum responsavel pelos danos nos tecidos intestinal e renal. No
inicio dos anos 80, foram identificados mais de 100 sorotipos de E. coli capazes de
codificar a toxina, porém somente uma parte era patogénico (NATARO ; KAPER,
1998). O sorotipo de maior importancia foi o primeiro a ser identificado, O157:H7. Os
outros sorotipos mais frequentemente isolados de humanos pertencentes a este
patotipo s&o, segundo Nataro e Kaper (1998), O26:H11, O103:H2, O111:NM e
0113:H21, e segundo Ordofiez e Trabulsi (2005), 026:H11, 0103:H2, Olllac:H8,
0O118:H16 e O145:H28.

O termo E. coli enterohemorragica foi originalmente estabelecido para denotar

cepas que causam colite hemorragica e SHU, produzem Stx, causam leséo do tipo
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A/E (aderir/apagar) e que possuem um plasmideo de 60-Mda (que codifica
determinados fatores de viruléncia como hemolisina) (NATARO; KAPER, 1998;
ORDONEZ; TRABULSI, 2005).

2.5.2 Patogénese, patologia e fatores de viruléncia

A toxina Shiga pode ser considerada o principal fator de viruléncia de EHEC,
também sendo conhecida como verotoxina ou “Shiga-like toxin”. O nome verotoxina
deriva da observagédo de sua toxicidade frente a células Vero de rins de macacos
(FRANCO; LANDGRAF, 2008). Existem dois tipos de Stx que sdo imunologicamente
distintas, Stx1 e Stx2. Enquanto Stxl1 é idéntica a toxina Shiga de Shigella
dysenteriae 1 e altamente conservada, Stx2 possui variagdes em sua sequencia
proteica e estas variantes sao designadas de Stx2c, Stx2v, Stx2vhb, Stx2e, etc. As
toxinas sdo formadas por duas subunidades, A e B. A subunidade A remove um
residuo de adenina da por¢cdo 28S do rRNA, inibindo a sintese de proteinas,
resultando na morte das células do endotélio renal, epitélio intestinal, células Vero
ou HelLa ou qualquer outra que possua 0s receptores Gbz A subunidade B é
responsavel pela ligacdo da toxina ao receptor Gbs localizado em células
eucaribticas, para que a toxina seja internalizada. (FRANCO; LANDGRAF, 2008;
NATARO; KAPER, 1998).

Producdo de uma enterohemolisina é outro fator de viruléncia, toxina
pertencente a familia RTX e que também é produzida por Pasteurella haemolytica e
outros patdogenos humanos. Acredita-se que que a lise de eritrOcitos in vivo
liberariam heme e hemoglobina, que favoreceria o crescimento de E. coli O157:H7
pois serviria como fonte de ferro. A bactéria possui um sistema de transporte de
ferro especializado para fazer esta utilizagdo através de proteinas de membrana que
séo sintetizadas quando hé falta de ferro no meio. O gene que codifica esta proteina
€ homologo ao presente em Shigella dysenteriae, porem ndo esta presente em
nenhuma outra espécia de Shigella ou outro sorotipo de E. coli (NATARO; KAPER,
1998).

A Unica proteina identificada na E. coli 0157:H7 como fator de aderéncia, que
atua na colonizacao intestinal € a OMP intimina e confere especificidade da bactéria
ao intestino grosso. Esta proteina promove uma intima ligacdo da bactéria aos

enterdcitos, resultando em extensa lesdo no intestino do tipo A/E (NATARO;
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KAPER, 1998). Estas lesdes sdo caudas por proteinas efetoras e um sistema de
secrecédo do tipo trés, codificados por genes na ilha de patogenicidade LEE (JANDU
et al. 2009).

A patogénese das infeccbes por EHEC pode ser dividida nas etapas de
sobrevivéncia ao ambiente acido do estbmago, adesdo a mucosa e colonizagdo do
intestino grosso, producao de Stx e sua absorcao pelo hospedeiro causando lesao
vascular. Na passagem pelo estbmago é ativado um sistema de regulacdo que as
permite sobreviver em ambiente acido e, devido a isso, é relativamente pequeno o
namero de bactérias para que haja infec¢do, entre 10 e 200. A adesédo ao epitélio
intestinal é mediado pela intimina que se liga a proteina Tir de superficie do
enterocito, resultando na lesédo A/E. Durante a multiplicacdo bacteriana, ha producéo
de Stx, que ganha circulacdo e vai atuar sobre os enterdcitos e células endoteliais
distantes. Estes danos resultam nas principais manifestacdes clinicas da infeccao
por EHEC que sao colite hemorragica e SHU. A doencga é auto-limitante durando em
média 8 dias (ORDONEZ; TRABULSI, 2005).

O periodo de incubacao da doenca € de geralmente trés a quatro dias, tendo
havido surtos descritos com um a dois dias e cinco a oito dias. O primeiro sinal é
diarreia ndo sanguinolenta, porém pode ainda ser precedida por dores abdominais e
febres por curtos periodos em alguns pacientes. VOmitos acontecem com metade
dos pacientes nesta ou nas fases seguintes da doenca. Dentro de um a dois dias a
diarreia passa a ter presenca de sangue e 0 paciente sente dores abdominais
aumentadas, durando quatro a 10 dias este estagio. Em alguns casos mais severos,
0s dejetos sao descritos como “somente sangue e nenhuma fezes”. A maioria dos
pacientes se recupera sem sequelas aparentes, porém em aproximadamente 10%
dos pacientes menores de 10 anos, a doenca evolui para SHU (DDTHA, 2010a;
FDA, 2010b).

2.5.3 Ocorréncia em humanos e alimentos

Doyle e Schoeni (1987) estudaram a ocorréncia de E. coli O157:H7 em
carnes bovina, suina, ovina e de frango resfriadas e vendidas no comércio. A
metodologia de isolamento utilizada foi capaz de detectar a bactéria em
concentracbes de até 1,5 célula por grama de amostra quando esta estava

contaminada com uma contagem 10° células meséfilas, porém o método se mostrou
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complexo e oneroso. Em todos os tipos de carne estudados foi observada a
presenca da bactéria, sendo 3,7% (6/164) nas amostras de carne moida bovina,
1,5% (4/264) em carne suina, 1,5% (4/263) em carne de frango e 2,0% (4/205) em
carne ovina. No mesmo trabalho a bactéria foi associada a dois surtos de colite
hemorragica e SHU devido ao consumo de leite ndo pasteurizado e nuggets de
frango. Até entdo, apenas bovinos eram tidos como reservatorios da bactéria e o
anico caso de infeccao alimentar estudado foi quando Riley et al. (1983) descreveu a
bactéria.

Segundo dados divulgados pelo Centro de Vigilancia Epidemiolégica de Sao
Paulo, entre os anos de 1998 a 2007, foram confirmados nove casos de SHU e a
incidéncia média no Estado foi de 0,024 casos por 100.000 habitantes, havendo uma
taxa de letalidade de 39%. Estes dados sdo referentes a causas relacionadas ou
nao aos alimentos (DDTHA, 2010b).

Pelas informagbes da “European Food Safety Authority” (EFSA), foram
confirmados 3.159 casos de infeccdo por EHEC em 2008. Isso representou uma
meédia de notificacdo de 0,7 casos por 100.000 habitantes, sendo os maiores indices
encontrados na Irlanda (4,8 por 100.000), Suécia (3,3 por 100.000). A incidéncia em
criancas menores de quatro anos correspondeu a 37,3% dos casos. Dos sorotipos
identificados, os mais frequentemente isolados foram 0157 (53%), 026 (5,3%) e
0103 (2,8%). Foram acompanhados 146 casos de SHU, onde a maioria foi
associada a infe¢des por E. coli 0157 (56%). No mesmo ano, foram analisadas 3195
amostras de carne de frango para presenca de EHEC e em nenhuma amostra foi
encontrada a bactéria (EFSA, 2010).

Em dados compilados pelo CDC referentes a 2008, foram registrados 18.499
casos de infec¢des transmitidas por alimentos. Foi determinada a incidéncia de
EHEC causada pelo sorotipo O157 de 1,12 por 100.000 habitantes e de 0,45 por
100.000 para os outros sorotipos (CDC, 2009). No mesmo ano, foram analisadas
11.230 amostras de carne bovina pelo servico de inspecdo daquele Pais e em 53%
das amostras foi detectada a presenca da bactéria. Grande aumento na incidéncia
comparado aos anos anteriores, tendo sido detectada 14% em 2004, 18% em 2005,
20% em 2006 e 29% em 2007 (USDA, 2010b).

Nas pesquisas realizadas em alimentos no Brasil ndo foi detectada E. coli
0157:H7. Silveira et al. (1999) analisaram 886 amostras de hamburguer, Silva et al.

(2001) analisaram 340 amostras de produtos carneos e ambiente industrial, Silva et
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al. (2003) analisaram 869 amostras de vegetais e em nenhuma destas pesquisas a
bactéria foi encontrada. Em um estudo realizado na China, para determinar a
prevaléncia de patdégenos transmitidos por alimentos, E. coli O157:H7 também n&o
foi detectada (CHAO et al., 2007).

2.6 Salmonella spp.

Pertencente a familia Enterobacteriaceae, o género Salmonella inclui bacilos
pequenos de 0,7 a 1,5 x 2,5 um, Gram-negativos, sdo anaerobios facultativos, nao
formadores de esporos. Possuem antigenos somaticos, capsular e flagelares, sendo
a maioria movel com flagelos peritriquios, a exce¢cdo da Salmonella Pullorum e
Salmonella Gallinarum. A melhor faixa de temperatura para o crescimento das
bactérias do género Salmonella é entre 37 °C e 40°C; fermentam a glicose e outros
carboidratos com produc¢éo de acidos e usualmente gas (BERCHIERI JR.; FREITAS
NETO, 2009; FRANCO; LANDGRAF, 2008). Dentre as caracteristicas bioguimicas,
as salmonelas sdo Voges-Proskauer, oxidase, indol e urease negativo e positivas
nas provas de catalase, Vermelho de metila, sulfeto de hidrogénio, lisina e ornitina
descarboxilase (ANDREATTI FILHO, 2009; COSTA; HOFER, 1972; LE MINOR,;
POPOFF, 1987).

2.6.1 Classificacdo e nomenclatura

A nomenclatura dos sorotipos evoluiu com o tempo. Os primeiros isolados da
bactéria, eram consideradas diferentes espécies quando isoladas de diferentes
quadros clinicos (S. typhi, S. enteritidis). Outros nomes estavam relacionados a
sindrome e espécie especificidade (S. abortus-ovis, S. abortus-equi, S. gallinarum-
pullorum) e errados em alguns casos (S. cholerae-suis, S. typhi-murium) (GRIMONT;
WEILL, 2007; LE MINOR, POPOFF,1987).

A andlise sorolégica dos antigenos O e H foi iniciada por White e continuada
por Kauffmann. Para evitar confusdes, comecgaram a ser utilizados como nomes 0s
locais onde a bactéria representante do novo sorotipo teve o primeiro isolamento (S.
london, S. panama). Estes nomes foram considerados erroneamente espécies e por
iSso eram escritos italizados. De fato, ndo tinham status taxonémico, eram utilizados

para nomear bactérias frequentemente isoladas na medicina humana e veterinaria.



32

Em outras espécies bacterianas, como Escherichia coli, ndo foram dados nomes aos
sorotipo, que sdo apenas designados pela sua formula antigénica (GRIMONT;
WEILL, 2007; LE MINOR, POPOFF,1987).

Atualmente, com a utilizacdo de técnicas de hibridizacdo de DNA, apesar do
namero extremamente elevado de sorotipos, foram todos classificados como
pertencentes a somente duas espécies, Salmonella bongori e Salmonella enterica. A
espécie Salmonella enterica foi dividida em seis subespécies: Salmonella enterica
subsp. enterica, Salmonella enterica subsp. salamae, Salmonella enterica subsp.
arizonae, Salmonella enterica subsp. diarizonae, Salmonella enterica subsp.
houtenae e Salmonella enterica subsp. indica (EUZEBY, 2008; GRIMONT; WEILL,
2007; LE MINOR; POPOFF, 1987; REEVES et al., 1989; TINDALL et al., 2008).
Shelobolina et al. (2004) ao isolarem uma bactéria que possuia a sequéncia de DNA
ribossdmico 16S 96,4% similar a Salmonella bongori e 96,3% a Enterobacter
cloacae propuseram uma nova espécie, Salmonella subterranea, e que foi validada
em 2005 através da lista de validagdo n° 102 (EUZEBY, 2005). Porém o Centro de
Colaboracdo a OMS para Referéncia e Pesquisa em Salmonella (WHOCC-Salm)
ndo reconhece essa bactéria como pertencente ao género (GRIMONT; WEILL,
2007)

Alguns sorotipos da subespécie enterica correspondem a mais de 99,5% dos
isolados de Salmonella spp. e pela familiaridade e frequéncia de seu uso foram
mantidos 0s nomes que 0s designava erroneamente como espécie. Esses nomes
ndo foram mais italizados e passaram a ter a primeira letra maidscula. Como
exemplo, pode ser utilizada a nomenclatura Salmonella enterica subsp. enterica
sorotipo Typhimurium, como Salmonella Typhimurium ou ainda a férmula antigénica
como Salmonella | 1,4,[5],12::1,2. Convem destacar que para se utilizar a forma
reduzida, o nome do género nao deve ser abreviado, uma vez que isso so é possivel
guando este vem acompanhado do nome da espécie. Os sorotipos das outras
subespécies e de Salmonella bongori sdo denominados exclusivamente pela formula
antigénica (FIELDS, 2006; GRIMONT; WEILL, 2007).

Apés a publicacdo do esquema de Kauffmann e White, em 1934, foram
listados 44 sorotipos. Em 1964 o esquema ja continha 958 sorotipos, em 1989 foram
descritos 2267 e na ultima publicacao do WHOCC-Salm foram listados 2579
sorotipos (GRIMONT; WEILL, 2007).
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O antigeno O ¢é designado por algarismos arabicos e caracteriza os
sorogrupos de bactérias do género Salmonella, isso porque um mesmo antigeno O
pode ser encontrado em varios sorotipos do referido género. Localiza-se na fracao
lipopolissacaridea (LPS) da membrana externa. O LPS é formado por um lipideo,
denominado lipideo A e responsavel pelo efeito téxico do LPS, e uma cadeia
polissacaridica de onde partem outra cadeias laterais monossacarideas. As cadeias
laterais sdo bastante especificas para as diferentes espécies de Salmonella spp. e
caracterizam o antigeno O. Algumas cepas ndo possuem antigeno O e quando
cultivadas em meios sélidos, formam colénias de aspecto irregular, por isso sao
chamadas cepas rugosas. Ja foram descritos 67 antigenos O, que foram divididos
formando 46 sorogrupos (CAMPOS, 2005; FRANCO; LANDGRAF, 2008; GRIMONT;
WEILL, 2007).

As salmonelas, com excecdo da Salmonella Pullorum e Salmonella
Gallinarum, possuem flagelos e sdo moéveis. O flagelo é composto por uma estrutura
proteica fixa na membrana celular e um flagelo que é formado por trés porcdes. A
porcdo média, o filamento flagelar, € o antigeno H. Salmonella spp. possui dois tipos
de antigeno H, os de fase 1 e de fase 2. Os antigenos H de fase 1, sdo homdlogos a
outras bactérias entéricas, enquanto antigenos H de fase 2 sédo especificos do
género Salmonella. Algumas possuem antigenos em uma s fase (monofasicas),
porém a maioria possuem antigenos H nas duas fases (bifasicas). No total ja foram

Ak

descritos 119 tipos de antigenos H e sdo denominados por letras de “a” até “z”, ao
acabar as letras, comecou-se a utilizar z4, zg, Z10, €tc. Também existem antigenos H
gue sao antigenicamente relacionados e descritos como complexos, estes possuem
um antigeno em comum e outros antigenos secundarios, como o complexo 1 (1,2;
1,5; 1,6, etc.) e complexo e,n,x/e,n,z;s (CAMPOS, 2005; FIELDS, 2006; GRIMONT;

WEILL, 2007).

2.6.2 Patogénese, patologia e fatores de viruléncia

A existéncia de grupos de genes e 0s componentes da estrutura de superficie
das salmonelas sao considerados fatores de viruléncia, que sdo responsaveis pela
habilidade da bactéria em causar doenca. Alguns destes componentes sdo o
antigeno O, responsavel pela liberacdo do LPS; fimbrias, que realizacdo da adesédo

da bactéria a celula hospedeira; antigeno H, que confere mobilidade a bactéria; e



outras proteinas que possuem fung¢des como de adesdo a regifes especificas do
intestino e impedir a formacdo do complexo de ataqgue a membrana (CAMPOS,
2005).

Foram descritas dez regibes do genoma onde sao localizados os genes de
viruléncia, denominadas “Salmonella patogenicity islands” (SPI) ou “ilhas de
patogenicidade”. Também existem genes de viruléncia localizados nas chamadas
“ilhotas de patogenicidade” e outros localizados em plasmideos (ASTEN; DIJK,
2005; BERCHIERI JR.; FREITAS NETO, 2009; CAMPOS, 2005).

Para cada “ilha de patogenicidade” foram identificadas fun¢des especificas no
processo de infeccdo. A SPI-1 codifica um tipo de “microsseringa” denominada
sistema de secrecéo tipo trés (SSTT), necessaria no momento da infec¢do. A SPI-2
codifica outra proteina com a mesma funcdo, porém quando a bactéria esta no
interior do fagossoma, além de outras proteinas que garantem a sobrevivéncia
bacteriana no interior do fagossoma. SPI-3 também €& importante na adaptacdo da
bactéria no interior do fagossoma. SPI-4 e 9 séo responsaveis pela codificacdo do
sistema de secrecdo tipo um que secreta toxinas e SPI-5 contém genes que
codificam proteinas envolvidas na secrecao fluida e reacdo inflamatéria da mucosa
intestinal. SPI-6 e 10 possuem genes que codificam proteinas fimbriais,SPI-7
codifica o antigenos capsular e SPI-8 possui genes de resisténcia a bacteriocinas
(ASTEN; BERCHIERI JR.; FREITAS NETO, 2009; DIJK, 2005; KISS et al., 2007).

ApOs ingestdo, a bactéria passa por varios fatores de estresse como
mudancas na osmolaridade, pH, concentracdo de oxigénio e isso € fator
desencadeante da transcricdo de genes importantes na infecgcdo. Ao chegar no
intestino, a bactéria se adere as células M e enterécitos através das fimbrias.
Através do SSTT injeta no citosol proteinas que promovem mudancas nos sistemas
de transducdo de sinal da célula determinando rearranjos no citoesqueleto,
resultando na interiorizacdo da bactéria pela célula através de um fagossoma. Uma
vez dentro da célula, a bactéria se multiplica intensamente e injeta no citosol mais
proteinas, liberando proteinas inflamatorias e outras que impedem a fusdo do
fagossoma com os lisossomas e o transporta para regido baso-lateral da célula,
onde é liberada. Com isso, fatores de sinalizagdo celular sdo liberados e ha
migracdo de mondcitos e macréfagos que chegam para tentar controlar a infeccao.
As interacOes da salmonela com as células intestinais, infiltracdo e a transmigracéo

de células de defesa ocasionam a liberacdo de diversas citocinas que resultam em
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inflamacdo da mucosa intestinal, exsudagdo de liquido seroso e diarreia,
caracterizando uma enterite. As salmonelas sdo fagocitadas, porém resistem aos
fagossomas e, assim, quando as células de defesa retornam aos locais de
apresentacdo de antigeno, acabam transportando a bactéria a 6rgéos distantes,
caracterizando a infecgao sistémica (CAMPOS, 2005; BERCHIERI JR.; FREITAS
NETO, 2009; FRANCO; LANDGRAF, 2008).

2.6.3 Ocorréncia em humanos

A doenca causada no homem ira depender de diversos fatores, como sorotipo
envolvido, idade, estado imunoldgico, se existem infeccoes concomitantes e dose
infectante. Quanto a patogénese, as salmonelas podem ser divididas em dois
grupos: o primeiro representado pela Salmonella Typhi e as salmonelas paratificas;
0 segundo representado pelos outros sorotipos. O primeiro grupo determina no
homem a febre tifoide e paratifoide, infeccdo sistémica que se inicia nha mucosa
intestinal, praticamente nao ocorrendo inflamacdo neste ponto, e progride
alcancando os 6rgdos internos. O segundo grupo determina no homem
gastroenterite, podendo em alguns casos vir acompanhada de bacteremia
(CAMPQOS, 2005; TROLLER, 1976).

Geralmente causa no homem diarreia, febre, cefaléia, nauseas e dores
abdominais entre 12 e 72 horas p0s-infeccdo, pode durar de 4 a 7 dias e a maioria
das pessoas se recupera sem tratamento especifico (CAMPOS, 2005; CDC, 2008).

Contudo, em alguns casos a diarreia pode ser severa e necessaria
hospitalizacdo dos pacientes. Nestes casos, geralmente ocorre septicemia, podendo
causar morte a menos que a pessoa seja prontamente atendida. ldosos, criancas e
pessoas imunodeprimidas tém maior probabilidade de desenvolver o quadro mais
severo da doenca (CDC, 2008).

Considera-se a dose infectante de 10° bactérias, porém ira depender muito
dos mecanismos de defesa do individuo, inespecificos e especificos, e das
caracteristicas do alimento envolvido. Em alimentos com alto teor lipidico, os
glébulos de gordura “protegem” as bactérias das enzimas digestivas e acidez
gastrica e, neste caso, doses infectantes de 15 células viaveis podem desencadear
a doenga (FDA, 2010a; FRANCO ; LANDGRAF, 2008; HUMPHREY, 2004).
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Em estudo realizado no Instituto Adolf Lutz analisando 5.490 cepas de
Salmonella spp. isoladas entre 1991 e 1995, de infec¢cdes humanas (2.254 cepas) e
de materiais de origem ndo humana (3.236 cepas), foi evidenciado aumento
significativo na participacdo da Salmonella Enteritidis. Deste modo, em 1991 o
sorotipo correspondeu a 1,2% das cepas de Salmonella isoladas, 2% em 1992,
10,1% em 1993, 43,3% em 1994 e 64,9% em 1995. Este aumento verificado a partir
de 1993 esteve associado a ocorréncia de surtos de diarreia veiculados por
alimentos (EDUARDO et al.,, 2008). Em estudo posterior, foram analisados os
sorotipos encontrados de 3554 cepas isoladas de amostras humanas entre 1996 e
2003, o percentual de cepas de Salmonella Enteritidis foi de 67,4%, seguida de
Salmonella Typhimurium com 5,2% (FERNANDEZ et al., 2006).

Em estudo feito pelo Centro de Vigilancia Epidemiolégica, da Secretaria de
Estado da Saude de S&o Paulo, com base em notificac6es de surtos e levantamento
de diagndstico laboratorial, no periodo de 1999 a 2007, foi demonstrado que grande
parte dos surtos de diarreia causados por bactéria no Estado de Sao Paulo
ocorreram devido a Salmonella spp., sendo que a Salmonella Enteritidis representou
43,2% desses surtos. A incidéncia foi alta em criangas de cinco a nove anos de
idade, 2,44 casos por 100.000 habitantes, e no grupo de 10 a 19 anos, 2,15 casos
por 100.000 habitantes (DDTHA, 2008).

Em Hong Kong, dados compilados de 2000 a partir do Programa de
Monitoramento de Salmonella spp., demonstraram 2.039 isolados a partir de
pessoas, portanto, uma incidéncia de 28,6 por 100.000 habitantes (YEUNG; KAM,
2001).

Nos EUA foram registrados 40.666 casos onde houve isolamento de
Salmonella spp. nos laboratérios de Saude Publica, significando uma incidéncia de
13,6 por 100.000 habitantes no Pais. A faixa de idade mais afetada foi a de criancas
com menos de cinco anos, representando 24% dos casos (CDC, 2008).

Em 2008 um total de 131.468 casos de salmonelose foram confirmados na
Unido Europeia, significando uma incidéncia de 26,4 casos por 100.000 habitantes.
A Eslovaquia (126 por 100.000) e Republica Tcheca (103 por 100.000) foram os
paises que apresentaram maior incidéncia da doenca, enquanto Italia, Espanha,
Grécia, Portugal e Roménia tiveram taxas de até 10 casos por 100.000 habitantes.
Também verificou-se notificacbes com frequéncia muito maior no grupo de idade de
zero a quatro anos (125,4 por 100.000) (EFSA, 2010).
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2.6.4 Ocorréncia em aves e produtos derivados

No passado, a salmonelose aviaria era tida principalmente como preocupacao
por perdas de producdo e da saude das aves, posteriormente, o enfoque maior foi
em saude publica, tornando-a a doenga bacteriana de maior impacto econémico na
avicultura brasileira e mundial. Entre todas as espécies animais, a presenca de
Salmonella spp. é mais frequentemente descrita em aves e seus produtos, em razao
da alta populacéo de risco, dos intensos controles pelas agroindustrias e instituicoes
no isolamento e identificacdo da bactéria (ANDREATTI FILHO, 2009). Por isso, séo
frequentes os casos de surtos de infeccdo humana relacionados a ingestdo de
produtos de origem avicola contaminados e/ou indevidamente preparados
(CDC,2008; DDTHA, 2008; ANDREATTI FILHO, 2009; ECDC, 2009).

A carne de aves pode ser contaminada com Salmonella spp. quando a
bactéria é transferida do conteddo intestinal a carcaca através do processamento
industrial ou mesmo através de sua disseminac&o no corpo do animal pela corrente
sanguinea, alcancando diversos 6rgaos (ANDREATTI FILHO, 2009).

Um extenso levantamento epidemioldgico foi realizado por Hofer et al. (1997)
gue analisaram os sorotipos encontrados entre 1962 e 1991, a partir de isolamentos
de Salmonella spp. em aves, principalmente de Gallus gallus (82,71%). Encontraram
como 0s sorotipos mais frequentes nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e Rio
de Janeiro, respectivamente, Salmonella Gallinarum (143/571; 34/114; 31/59),
Salmonella Pullorum (249/571; 24/114; 7/59) e Salmonella Typhimurium (41/571,;
14/114; 19/59). No estado de Santa Catarina, 0s sorotipos mais frequentemente
isolados foram Salmonella Typhimurium (253/886), Salmonella Heidelberg (159/886)
e Salmonella Enteritidis (104/886).

Santos et al. (2000) em pesquisa realizada com carcacas de frango
comercializadas no varejo de Jaboticabal/SP, encontraram 32% (48/150) positivas
para Salmonella spp. Entre os sorotipos mais comumente identificados estavam
Salmonella Enteritidis (60,4%) e Salmonella Schwarzengrund (8,3%), e entre outros
Salmonella Anatum (2,1%). Cardoso et al. (2005) detectaram Salmonella spp. em
20,7% (6/29) das carcacas de frango coletadas abatedouro avicola localizado no
Estado de Sao Paulo.

Andreatti Filho et al. (2001) ao analisarem os sorotipos isolados de bactérias

do género Salmonella de galinhas e materiais de origem avicola, encontraram
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Salmonella Enteritidis em 46,6% e Salmonella Anatum em 6,8% de um total de 73
isolados. Outros sorotipos foram isolados com menor frequéncia como Salmonella
Mbandaka, Salmonella Senftenberg, Salmonella Montevideo e Salmonella Pullorum.

Em pesquisa realizada no Estado de Goias, para determinacdo da quantidade
de lotes contaminados ja no nascimento, Rocha et al. (2003) encontraram dez dos
18 (55,56%) lotes estudados com a presenca da bactéria, sendo 0s sorotipos
encontrados Salmonella Enteritidis e Salmonella Heidelberg. No mesmo estado,
Rezende et al. (2005) analisaram 96 carcacas, sendo 19 (19,8%) positivas para o
género Salmonella. O sorotipo Enteritidis foi o mais frenquentemente isolado,
representando 63,1% do total. No Estado do Ceara, Oliveira (2004) encontrou 11,8%
das carcacas analisadas contendo a bactéria. Cortez (2006) encontrou 22,2% (8/36)
de carcagas contaminadas por Salmonella spp. no Estado de S&o Paulo. No Mato
Grosso do Sul, Boni (2007) obteve 19,51% (24/123) das amostras coletadas em
abatedouro, positivas para Salmonella spp. No Rio Grande do Sul, Ribeiro et al.
(2007) obtiveram 39,3% (24/61) das amostras coletadas positivas para presenca
Salmonella spp. em cortes de frangos.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria implementou o Programa Nacional
de Monitoramento e da Prevaléncia e da Resisténcia Bacteriana em Frango
(PREBAF) em 2004, tendo sido concluido em 2006. Neste levantamento, avaliou-se
a presenca de bactérias dos géneros Salmonella e Enterococcus em carcacas de
frangos, identificacdo das espécies e sorotipos e o perfil de resisténcia bacteriana
dos isolados. Foi analisado um total de 2710 carcacas em todos os Estados, tendo
sido verificada Salmonella em 4% das amostras. Os Estados com maior incidéncia
da bactéria foram Séo Paulo com 7,78% (26/334), Alagoas com 5,26% (9/171), Rio
Grande do Sul com 4,65% (8/172), Minas Gerais com 1,69% (3/177) das carcacas
contaminadas (BRASIL, 2008).

Levantamento semelhante foi realizado pela Autoridade Europeia em
Seguranca dos Alimentos (“European Food Safety Authority” - EFSA) por meio de
um estudo de prevaléncia de Salmonella spp. nos plantéis avicolas comerciais de
corte e postura dos paises europeus. A presenca de bactérias do género Salmonella
foi detectada em 20,3% (1448/7120) dos lotes de frangos de corte analisados. A
prevaléncia variou de 0% na Suécia a 68,2% na Hungria, tendo também sido
observada alta prevaléncia na Polonia (58,2%), Portugal (43,5%) e Espanha (41,2%)

(EFSA, 2007a). Em poedeiras comerciais a prevaléncia de Salmonella spp. foi de
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29,7% (1.486/5.007), tendo tido prevaléncias variando entre 0% em Luxemburgo e
Suécia e 79,5% em Portugal (EFSA, 2007c). Analisando os resultados compilados
de andlises realizadas em diversos alimentos de origem avicola, obtidos em
matadouros ou no comércio, foi detectada a presenca de bactérias do género
Salmonella em 4,22% (2480/58.730) dos produtos (EFSA, 2010).

Na relacdo entre os sorotipos de Salmonella identificados em alimentos e em
casos de diarreia em pessoas na Tailandia, foi observado que na carne de frango o
sorotipo mais isolado foi Salmonella Enteritidis, em camarbes congelados foi
Salmonella Weltevreden e em comida tailandesa os sorotipos Derby e Anatum. Dos
18.722 isolados de materiais clinicos de pacientes, os sorotipos predominantes
foram Salmonella Enteritidis, Salmonella Weltevreden, Salmonella Derby e
Salmonella Anatum. Foi estabelecida uma relagédo direta entre a ingestdo dos
produtos contaminados e a ocorréncia de doenca em humanos (Boonmar et al.,
1998).

Em um estudo realizado na india, 14,7% (34/231) dos suabes de cloaca
obtidos de aves com diarreia foram positivos para Salmonella spp. (MURUGKAR et
al., 2005). Analisando carcagas importadas provenientes do mesmo pais, Dahal
(2007) encontrou em bactérias do mesmo género em 13% das carcacas analisadas.

Apesar de Salmonella spp. ter sido isolada de produtos avicolas e meios de
processamento, como agua de “chiller”, em varios trabalhos (ANDREATTI FILHO et
al., 2001; BONI, 2007; BRASIL, 2008; CORTEZ, 2006; DAHAL, 2007; HOFER et al.,
1997; OLIVEIRA, 2004; REZENDE et al., 2005; RIBEIRO et al., 2007; ROCHA et al.,
2003; SANTOS et al., 2000), pouco se conhece sobre sua presenca em pés de

frango destinadas ao consumo humano.

2.6.5 Eliminagcéo de Salmonella spp. pelo calor

Em 1996 o USDA através do FSIS, prop6s um padréo para produtos tratados
termicamente no qual os produtos deveriam ser submetidos a temperaturas capazes
de reduzir a contaminacao por Salmonella spp. em 7 logio (FSIS, 1996). Utilizando
dados do FSIS, estimaram um valor de 6,7 logip por 143 gramas na para o “pior
caso”, ou seja, um produto contaminado teria no maximo 6,7 logipo de salmonela por
143 gramas de alimento, justificando o padrdo estabelecido (FSIS,1998). Com isso,

em 1999 o FSIS implementou a nova regra da reducdo de Salmonella spp. em 7
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logip como proposto em 1996. O FSIS entdo fez um pedido ao “Agricultural
Research Service” para realizar um estudo determinando os valores de tempo e
temperatura necessarios para que a reducdo 7 logip de Salmonella spp. fosse
alcancada (FSIS, 2010a). O trabalho foi publicado em 2001 por Juneja et al., tendo
sido elaboradas tabelas para cada teor de gordura com diversas temperaturas
utilizadas. Dentre as quais, com teor de gordura de 1% e 12% a 65°C foram
necessarios 3,5 e 4,9 minutos, respectivamente. Com 0os mesmos teores de gordura
a uma temperatura de 71,1°C os tempos necessarios para conseguir a redugao
foram de 13,7 e 16,9 segundos, respectivamente (JUNEJA et al., 2001).

Outros estudos foram realizados para identificar o efeito da temperatura sobre
Salmonella spp. como forma de eliminacdo da bactéria em carne de frango. Para
isso, utilizou-se um calculo que determina o valor D, tempo necessario para reducao
de 90% (1 logip) na contagem bacteriana a uma determinada temperatura. Mazzota
(2000) observou que a uma temperatura de 63°C o valor D foi 11 segundos, ou seja,
para que houvesse reducgéo de 7 logio, Seriam necessarios 1,26 minutos. Ao utilizar
a temperatura de 71,1°C, o mesmo efeito foi conseguido em 3 segundos. Murphy et
al. (2000) encontrou valores D para 65°C de 1,16 minutos e para 70°C de 14
segundos, ou seja, para reducdo de 7 logip seriam necessarios 8,12 e 1,67 minutos,
respectivamente.

Observando que diversos fatores alteravam a resisténcia bacteriana a
temperaturas elevadas, Juneja et al. (2003) estudaram a influéncia de diversos
meios contendo diferentes concentracdes de cloreto de sédio, fosfato de sédio e
lactato de sédio na resisténcia térmica de um pool feito a partir de 8 sorotipos de
Salmonella spp. isolada de diversas origens, inclusive carne de frango. Os
resultados foram apresentados em tempo necessario para reducdo de 6,5 logip na
contagem bacteriana. A temperatura de 65°C foram encontrados tempos entre 1,6 a
10,07 minutos e a temperatura de 71,1°C valores entre 0,40 a 1,12 minutos.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DAS AMOSTRAS

As coletas dos pés de frango foram realizadas em Matadouro de Aves e
Coelhos sob o Servico de Inspecéo Federal (SIF), no Estado de Minas Gerais.

Para realizagdo das andlises quantitativas (Contagem padrdo de
microrganismos mesofilos aerdbios estritos e facultativos vidveis, Numero Mais
Provavel de Coliformes Totais e Numero Mais Provavel de Coliformes
Termotolerantes), foram coletados 80 pés de frangos de corte de 20 lotes distintos,
em cinco coletas de 16 pés cada uma. As coletas dos pés de frango foram
realizadas em quatro etapas do processamento: no inicio, apés o corte na
articulacéo tibia-metatarso (P1); apds escaldagem a 71°C nas trés primeiras coletas
e a 65°C nas demais, durante 28 segundos e apds retirada da cuticula (P2); na
saida do “chiller”, ap6s o pré-resfriamento (P3); e a ultima, sob congelamento a uma
temperatura de aproximadamente -30°C (P4). Os pés coletados foram
acondicionados em sacos estéreis para “Stomacher”, lacrados, identificados pelo
lote e pela etapa do processamento e colocados em caixa isotérmica contendo gelo
reciclavel.

Para as analises qualitativas (pesquisa de E. coli O157:H7 e Salmonella spp.),
foram coletados 600 pés e acondicionados em sacos plasticos para embalagem
primaria dos produtos, em duas das etapas do processamento citadas. De cada um
dos 20 lotes estudados foram coletados 15 pés, logo apds o corte na articulacao
tibia-metatarso (P1) e 15 pés, ap6s o congelamento (P4). Os pés resfriados e
congelados foram transportados em caixas isotérmicas separadas contendo gelo
reciclavel. A amostragem de 15 pés por lote por etapa foi baseada em um plano de

trés categorias estabelecido pelo “Food and Drug Administration” (FDA)
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dos EUA. Os pés de frango foram classificados na categoria trés, de “alimentos que
sdo normalmente sujeitos a processos letais para Salmonella entre o momento da
amostragem e do consumo”. Neste plano de amostragem, até 15 unidades analiticas
podem ser agrupadas e testadas como uma unica amostra (ANDREWS et al., 2001).

Todos o0s pés coletados foram transportados até o Laboratério de
Ornitopatologia da Faculdade de Veterindria da UFF onde foram realizadas as

analises.

3.2 ANALISES MICROBIOLOGICAS

3.2.1 Andlises quantitativas

Toda a manipulacdo das amostras foi realizada em camara de fluxo laminar,
previamente limpa e desinfetada com &lcool a 70% e submetida a luz ultravioleta
durante 30 minutos. Com bico de Bunsen ligado, de cada pé foi retirada uma fracéo
de 25 gramas e retornada a embalagem de origem, onde foram adicionados 250mL
de solugéo salina peptonada 1% tamponada (SSP). A rinsagem da amostra foi
realizada com agitacdo manual durante um minuto e em seguida foram realizadas as
diluicdes subsequentes de 107 a 10”7, em agua peptonada a 0,1%, homogeneizadas

em agitador automatico de tubos.

3.2.1.1 Contagem padrdo de microrganismos mesofilos aerdbios estritos e

facultativos viaveis

Foi inoculado 1mL de cada diluicdo, previamente preparada, em Agar padréo
para contagem (APC) segundo composi¢cdo béasica (BRASIL, 2003b) e as placas
foram incubadas em estufa bacteriol6gica a 36°C por 48 horas.

Para a obtencdo do numero ideal de colbnias por placa para a contagem
entre 25 e 250 colbdnias, foi utilizada uma faixa de diluicdo da amostra de acordo
com a etapa do processamento. Assim, para analise de P1 foram utilizadas as
diluicdes 102 a 107 para P2 e P3, foram utilizadas as diluicdes de 10" a 10 e para

P4, foram utilizadas diluicdes 10 e 102
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3.2.1.2 Numero Mais Provavel de Coliformes Totais e NUmero Mais Provavel de
Coliformes Termotolerantes

Para a realizacédo da prova presuntiva, a SSP utilizada na rinsagem dos pés
(SSPr) foi diluida e inoculada em séries de trés tubos para cada diluicdo,
previamente identificados, contendo Caldo lauril sulfato (LST), confeccionado no
laboratorio segundo legislacdo (BRASIL, 2003b). Para cada fase de processamento
as seguintes diluicées foram utilizadas as seguintes diluicdes: P1 (102 a 107), P2 e
P3 (10°a 10 e P4 (10° a 10?). Para preparar a solucéo 10, tubos de ensaio com
10mL de LST em concentracdo dupla foram inoculados com 10mL da SSPr. Depois
de inoculados, os tubos eram homogeneizados em agitador de tubos e incubados
em estufa bacterioldgica 36°C por 48 horas. Apds o periodo de incubacéo, foram
anotados os resultados e aqueles tubos com formacao de gas no interior do tubo de
Durham, foram considerados positivos e reservados. A partir de cada tubo positivo
na prova presuntiva, foi inoculado um tubo correspondente com 10mL de Caldo
verde brilhante bile lactose 2% (VBBL) (Himedia) e outro com 10mL de Caldo
Escherichia coli (EC) (Himedia), com uma alca calibrada em 0,1mL e agitados. O
Caldo VBBL foi incubado em estufa bacteriolégica a 36°C durante 48 horas,
enquanto o Caldo EC foi incubado em banho-maria a 45°C, pelo mesmo periodo.
ApoOs a incubacdo foram registrados os tubos positivos em tabela préopria e

calculados os resultados conforme a orientacao da legislacdo (BRASIL, 2003b).

3.2.2 Andlises qualitativas

Os pés coletados em P1 e P4 foram processados em amostras constituidas
por “pools” de 15 unidades. Em camara de fluxo laminar foi colocada uma cuba
previamente higienizada e desinfetada com alcool a 70%, sendo colocado saco
plastico idéntico ao utilizado na coleta das amostras. O saco plastico com as
amostras foi desinfetado externamente com alcool a 70% e cortado na parte inferior
com tesoura estéril para liberacdo dos pés no novo saco plastico. Foram
adicionados 400 mL de SSP no saco plastico, amarrado e agitado durante um
minuto. Em seguida o saco plastico foi desinfetado externamente e cortado com

tesoura previamente flambada, recuperando SSPr.



3.2.2.1 Pesquisa de Escherichia coli O157:H7

Para andlise dos pés coletados em P1 foram feitas trés diluicées (10 a 10°)
a partir da SSPr e inoculadas aliquotas de 1mL em tubos de ensaio com Caldo BHI
(Mikrobiologie) previamente identificados. Para P4, foi realizada uma diluicdo 1:2
com 10mL de SSPr em 10mL de Caldo BHI em concentracdo dupla e outra diluicdo
10, Os tubos com Caldo BHI foram incubados a 36°C durante trés horas para
recuperacédo das bactérias.

Apbs o periodo de incubacdo, em camara de fluxo laminar e com bico de
Bunsen ligado, os tubos foram agitados em agitador automatico de tubos. Foi
semeada, por esgotamento, uma placa para cada diluicio, contendo Agar
MacConkey base (Himedia) adicionado de sorbitol (Vetec) (MACS). Todas as placas
foram previamente identificadas e ap0s semeadura, incubadas na posicao invertida
em estufa bacterioldgica a 36°C durante 24 horas.

De cada amostra em MACS foram selecionadas até 10 colbnias translicidas
para realizacdo das provas bioquimicas. As colbnias selecionadas eram repicadas
em “Triple Sugar Iron Agar” (TSI) (Himedia). Aquelas que apresentaram
comportamento bioquimico compativel de E. coli em TSI, com base e inclinacdo
amarelos, sem H,S e producdo de gés, foram repicadas em “Lisine Iron Agar” (LIA)
(Himedia), Agar Sulfeto Indol Motilidade (SIM) (Oxoid) e Agar Citrato (Biobras). Os
isolados que apresentaram o perfil bioguimico sugestivo de E. coli, com base e
inclinag&o violeta, sem H,S no LIA, produg&o de indol, com motilidade e sem H,S no
SIM e utilizag&o do citrato virando o meio de verde & cor azul no Agar Citrato, foram
inoculados em Agar Nutriente e incubados a 36°C durante 24 horas. ApoOs este
periodo, a prova sorolégica foi realizada pela diluicdo do crescimento em Agar
Nutriente, coletado com alca de platina, em Solugéo salina fosfatada tamponada pH
7,2 e adicionado antissoro O157 em lamina de vidro. As amostras positivas, com
formacao de grumos, foram separadas e enviadas ao Laboratorio de Enterobactérias
do Instituto Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro, para identificacdo do antigeno

somatico O e identificacdo do antigeno flagelar H7.
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3.2.2.2 Pesquisa de Salmonella spp.

Foram utilizados os frascos contendo SSPr para o pré-enriquecimento,
incubados em estufa bacterioldgica a 36°C durante 16 a 20 horas.

Para o enriquecimento seletivo, foram semeados 1mL da solugdo pré-
enriquecida em um tubo de ensaio contendo 10mL de Caldo Selenito-Cistina
(Micromed) e em outro, contendo 10mL Caldo Tetrationato (Mikrobiologie). Estes
tubos foram incubados em estufa bacterioldgica a 36°C durante 24 horas.

Apés o enriquecimento seletivo, foi realizado o plagueamento por
esgotamento nos meios solidos, Agar bile peptona lactose sacarose (BPLS)
(Himedia) e Agar Salmonella Diferencial (SD) (Himedia), de cada caldo de
enriquecimento seletivo e incubados em estufa bacterioldgica a 36°C durante 24
horas.

As caracteristicas das colénias que cresceram em cada meio foram
registradas em planilha prépria. Foram selecionadas trés colénias daquelas que
apresentaram coloracdo e morfologia compativeis com Salmonella spp. em cada
meio, ou seja, translicidas em BPLS e réseas em SD, e separadas para a
realizacdo dos testes bioquimicos.

As colbnias selecionadas foram semeadas em TSI e LIA e incubadas a 36°C
por 24 horas para triagem bioquimica. As cepas que apresentaram caracteristicas
do género Salmonella, com base amarela, inclinagdo vermelha e com H,S no TSI,
com base e inclinacdo violetas com H,S no LIA, foram inoculadas em Agar SIM e
Agar Fenilalanina (Difco), novamente incubadas nas mesmas condigdes. Aquelas
compativeis bioguimicamente, sem producao de indol, com H,S e motilidade no SIM
e sem desaminacdo de fenilalanina no Agar Fenilalanina, foram registradas e
semeadas em Agar Nutriente, incubadas em estufa bacterioldgica a 36°C durante 24
horas, para realizacdo da prova soroldgica com antissoro polivalente contra
Salmonella spp. (Probac do Brasil). As amostras que reagiram ao antissoro
formando grumos foram separadas, identificadas e enviadas ao Laboratorio de
Enterobactérias do Instituto Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro, para confirmacdo e
identificacéo do sorotipo.
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3.3 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os resultados de CPMM, CT e CTT, expressos em logaritmos na base 10
(logio), foram submetidos a analise ndo-paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis a
5% de significancia, para comparacdo das médias de contaminacao pelos diferentes
indicadores nas quatro etapas do processamento analisadas. Seguida do teste de
Dunn para diferenciacéo entre as etapas.

As chances de contaminacdo por Salmonella spp. nas etapas do
processamento P1 e P4 foram quantificadas por meio do calculo de razdo de
chances (“Odds Ratio” - OR) e respectivo intervalo de confianca a 5% de
significancia.

Foi utilizado o programa InStat, versao 2.052 (GraphPad Software, 1994) em

todas as analises estatisticas.



4 RESULTADOS

4.1 ANALISES QUANTITATIVAS

Na CPMM verificou-se que houve diferenca estatistica significativa (P<0,05)
entre as médias obtidas para as amostras coletadas no inicio do processamento
(P1) e as obtidas nas demais etapas (P2, P3 e P4). Isso significa que o nivel de

contaminacao diminuiu apos o processamento (Tabela 1).

Tabela 1 Contagem padrdo de microrganismos mesofilos aerobios estritos e
facultativos viaveis (CPMM) das amostras de pés coletados em quatro etapas do
processamento* (logip UFC/g).

CPMM
Etapas do Média = Desvio Valor Valor
Processamento* Padréao Mediana Minimo Maximo
P1 7,10 + 0,892 5,81 5,14 8,04
P2 5,65 + 1,08" 2,99 1,95 6,94
P3 4,98 + 0,90° 3,65 2,68 6,13
P4 3,67 +0,59" 3,14 2,43 4,33

*P1 — no inicio, apds o corte na articulacéo tibia-metatarso; P2 - apds a escalda e retirada da
cuticula; P3 - apds o pré-resfriamento; P4 — no final, apds o congelamento.
ANOVA/Dunn, p<0,05, a, b = letras diferentes expressam diferencas significativas

As médias de CT foram mais altas no inicio do processamento dos pés antes
da escaldagem (P1). Verificou-se que houve diferenca estatistica significativa
(p<0,05) entre a etapa P1 e P4, e destas para as demais. Apos a escaldagem (P2) e
na saida do “chiller” (P3), as médias decresceram, mas nao diferiram

significativamente (p>0,05) entre si (Tabela 2).
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Tabela 2 Numero Mais Provavel de Coliformes Totais (CT) nas amostras de pés
coletados em quatro etapas do processamento* (logi;o UFC/Q).

CT
Etapas do Média = Desvio Valor Valor
Processamento* Padréao Mediana Minimo Maximo
P1 6,19 + 0,972 5,04 3,48 7,04
P2 3,75+1,10° 0,97 0,36 5,04
P3 2,52 +0,88" 1,50 0,36 3,67
P4 0,57 +0,43° 0,46 -0,44 0,97

*P1 — no inicio, apds o corte na articulagdo tibia-metatarso; P2 - ap6s a escalda e retirada
da cuticula; P3 - apés o pré-resfriamento; P4 — no final, apds o congelamento.
ANOVA/Dunn, p<0,05, a, b = letras diferentes expressam diferencas significativas

Houve diferenca significativa (p<0,05) entre as médias de CTT obtidas nas
amostras coletadas em P1 e as obtidas nas outras etapas. A média obtida para as
amostras coletadas apés a escaldagem (P2) nao diferiu significativamente (p>0,05)
das obtidas na saida do chiller (P3) ou apos congelamento (P4). As médias de CTT
apoOs o congelamento foram significativamente diferentes (p<0,05) e menores que
as obtidas no inicio do processamento (P1) e na saida do chiller (P3) (Tabela 3).

As meédias de CTT (Tabela 3) foram ligeiramente menores que as obtidas no
CT (Tabela 2).

Tabela 3 Numero Mais Provavel de Coliformes Termotolerantes (CTT) das amostras
de pés coletados em quatro etapas do processamento*(log;o UFC/g).

CTT
Etapas do Média = Desvio Valor Valor
Processamento* Padrao Mediana Minimo Maximo
P1 5,83 +1,072 5,04 3,18 6,87
P2 3,74 +1,21°°¢ 0,96 -0,52 5,04
P3 2,11 +0,94° 1,36 -0,04 3,04
P4 0,38 +0,46° -0,04 -0,52 0,97

*P1 - ap6s o corte na articulacao tibia-metatarso; P2 - apds a escaldagem e retirada
da cuticula; P3 - apés o pré-resfriamento; P4 — apds o congelamento.
ANOVA/Dunn, p<0,05, a, b = letras diferentes expressam diferencas significativas
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4.2 ANALISES QUALITATIVAS

4.2.1 Pesquisa de Escherichia coli O157:H7

Das amostras coletadas em P1 foram selecionadas 173 colGnias para a
caracterizacdo bioquimica. Destas, 17 cepas tiveram comportamento bioquimico
compativel com E. coli e apos o teste de aglutinacdo frente a antissoro 0157, duas
cepas apresentaram resultado positivo, entretanto nenhuma foi confirmada como
0157:H7 pelo Laboratoério de Enterobactérias do Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

Das amostras coletadas em P4, foram selecionadas 29 colonias e nenhuma

apresentou comportamento bioquimico tipico da bactéria pesquisada.

4.2.2 Pesquisa de Salmonella spp.

Dos 20 lotes investigados nas etapas P1 e P4 para a presenca de Salmonella
spp., a analise ndo foi possivel em um dos lotes. Foram positivos 68,42% (13/19)
dos lotes restantes analisados (Tabela 4).

Dos 13 lotes positivos, foi encontrada Salmonella spp. em 13 (68,42%), a
partir das amostras coletadas em P1, e em uma (5,26%) amostra de P4, lote este
que também foi positivo em P1 (Tabela 4). O valor do risco por OR foi 39,00
(P<0,05), o que significa que a chance de haver presenca da bactéria em P1 foi 39
vezes maior que em P4 (IC= 4,17 a 363,64).

Tabela 4 Pesquisa de Salmonella spp. nas amostras de pés de frango coletados em
duas etapas* do processamento tecnologico em Matadouro de Aves e Coelhos

“Pools” de pés Etapa do Processamento

de frango P1 P4 Total
13/19 1/19 14/38
Positivos (68,42%) (5,26%) (36,85%)
06/19 18/19 24/38
Negativos (31,58%) (94,74%) (63,15%)
19/19 19/19 38/38
Total (100%) (100%) (100%)

*P1 - ap6s o corte na articulacao tibia-metatarso; P4 — apds o congelamento.
OR=39, P=0,0001 (IC=4,17 a 363,64)
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O sorotipo Schwarzengrund foi encontrado em 12 dos 19 lotes estudados e

Salmonella Anatum e Salmonella Corvallis foram identificados em um dos lotes em

P1 (Tabela 5).

Tabela 5 Sorotipos de Salmonella spp. identificados em amostras de pés de frangos
de corte no inicio e no final do processamento tecnolégico* em Matadouro de Aves e
Coelhos sob Inspecao Sanitaria

Etapa do processamento*
(n° de isolados)

Sorotipos de Salmonella spp.

P1 P4

Schwarzengrund 33 03
Anatum 01 00
Corvallis 01 00
Total 35 03

*P1 — inicio do processamento, apds o corte na articulacdo tibia-metatarso; P4
— final do processamento, apds o congelamento.



5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo bacteriolégico, o primeiro realizado
em pés destinados ao consumo humano como alimento no Brasil, corroboram com
os apresentados por Bilgili et al. (2003) nos EUA no unico trabalho prévio de
avaliacdo microbioldgica de pés de frango processados para consumo humano, que
creditou os baixos indices de contaminacdo provavelmente pelo processamento
tecnoldgico ao qual os pés sdo submetidos.

Os resultados encontrados para pés de frango antes da escaldagem foram
similares aos encontrados por Kotula e Pandya (1995).

Os valores encontrados nas CPMM para os pés de frango apés o pré-
resfriamento (P3) foram similares quando comparados aos valores encontrados em
carcacas por Kim (1998) e Maroso (2008). Entretanto, quando comparados aos
valores encontrados nas etapas apos escaldagem (P2) e pré-resfriamento (P3),
foram inferiores aos resultados obtidos nos trabalhos de Galhardo et al. (2006) e
Lopes et al. (2007) com carcagas. Essa diferenca, entre os resultados obtidos nas
analises de pés e carcacas, pode ser creditada as diferengcas no processamento
tecnolégico destes produtos. No processamento das carcacas ha maior
predisposicdo a contaminacdo, pois, apés a escaldagem, pode ocorrer
recontaminacdo, principalmente devido ao rompimento de visceras durante
evisceracdo, demonstrada por Kim (1998). No presente estudo foi verificado que
apos o corte, o processamento a que os pés foram submetidos resultaram em
reducdo significativa na contaminacdo (Figura 1). Foi demonstrada diferenca
estatistica entre a etapa P1 e as demais etapas do processamento, com uma
reducao entre P1 e P4.

N&o existe legislacao no Brasil para regulamentar o limite maximo para o niamero

de microrganismos aerobios mesofilos em carne de aves, porém a legislacdo da
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China, principal comprador internacional de pés de frango, define um limite maximo
de 1,0x10° (UFC/g) para cortes avicolas resfriados e de 5,0x10°> (UFC/g) para
congelados, citada por Bugang (2006). Tanto os pés resfriados como os congelados
analisados neste estudo apresentaram valores em conformidade com a legislacao

chinesa (Figura 1).
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Figura 1 Meédias dos resultados encontrados na CPMM nas etapas do
processamento e limites bacteriologicos permitidos pela legislacdo chinesa para
carne de aves.

Os valores encontrados para coliformes totais e termotolerantes nos pés
estudados apresentaram reducdo mais evidente conforme a etapa do
processamento tecnoldgico. Foi observada uma reducéo entre P1 e P4 de 5,62 logio
para coliformes totais e de 5,45 logio para coliformes termotolerantes, tendo havido
diferenca significativa entre P1 e as demais etapas. O mesmo ocorreu em relacao
aos coliformes totais entre P2 e P3 para P4 e, em relagcdo aos coliformes
termotolerantes, entre P3 e P4. Isso pode ter ocorrido pela menor resisténcia deste
grupo de bactérias frente as modificagbes bruscas de temperatura durante o
processamento, nas etapas de escaldagem (P2), pré-resfriamento (P3) e
congelamento (P4). Galhardo et al. (2006) e Lopes et al. (2007) encontraram valores
similares para NMP de coliformes totais e termotolerantes em carcacas de frango,

guando comparadas as obtidas no presente trabalho. Outros pesquisadores ao
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analisarem carcacas de frango quanto a contaminacdo por coliformes
termotolerantes encontraram amostras em desacordo com a RDC n° 12, 2001
(BRASIL, 2001). Cardoso et al. (2005) obtiveram 6,9% (2/29) das amostras em
desacordo com a legislacdo, enquanto Wurfel et al. (2009), no periodo entre 2003 e
2008, encontraram 11% (26/238). Todas as amostras estudadas no presente
trabalho estavam em conformidade com o padrdo nacional para coliformes
termotolerantes em carnes resfriadas ou congeladas de frango (Figura 2) (BRASIL,
2001), o unico existente no Brasil, ja que ndo ha uma legislacéo especifica para pés
de frangos de corte. Em relacdo aos padrdoes chineses apresentados por Bugang
(2006), as amostras resfriadas apresentaram contaminagdo superior a permitida,
porém as congeladas estavam em conformidade com a legislacdo (Figura 2). Os
padrées chineses destacam-se por serem muito rigorosos para esta analise, uma
vez que institui limite 100 vezes inferior ao padrdo brasileiro e, por isso, pode ser
considerado como uma barreira sanitaria, pois é utilizado em padrdo que se
assemelha ao de produtos preparados para consumo, enquanto pés séo produtos in
natura (WHO, 2007).

===\l €dias do NMP de Coliformes
Termotolerantes

\\ e 1 €clias do NIMP de Coliformes Totais
5 \

Limites Chineses para Carne de
Frango Resfriada {Coliformes Totais)

3 \
= Limites Chineses para Carne de
) Frango Congelada {Coliformes Totais)
B B === imites Brasileiros para Carne de
1 Frango Resfriada e Congelada

Log NMP/ g

{Coliformes Termotolerantes)

P1 P2 P3 P4

Figura 2 Médias dos resultados encontrados na NMP nas etapas do processamento
e limites bacteriologicos permitidos pela legislacéo chinesa e brasileira para carne de
aves.
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Doyle e Schoeni (1987) relataram o isolamento de E. coli O157:H7, em carne
de frango dos EUA, porém, nos trabalhos realizados no Brasil, ndo foi obtida
positividade para essa bactéria em alimentos até o presente momento (DDTHA,
2010a). Nesse trabalho algumas amostras provenientes de dois lotes em P1 se
mostraram positivas frente ao antissoro O157, que sao pertencentes ao grupo EHEC
e podem representar risco em saude coletiva. Entretanto, como ocorreu em
pesquisa realizada por Silva et al. (2003), nenhum isolado foi confirmado como do
sorotipo O157:H7. Este estudo corrobora os resultados obtidos a partir da analise
de outros alimentos por pesquisadores nacionais (SILVA et al., 2001; SILVA et al.,
2003; SILVEIRA et al., 1999).

Segundo USDA (1996) a resisténcia térmica de E. coli O157:H7 é
ligeiramente menor que de Salmonella spp. e, portanto, os tratamentos térmicos que
garantem a eliminacdo de Salmonella spp. também sdo capazes de eliminar E. coli
0157:H7. Esta diferenca na resisténcia a temperaturas elevadas foi verificada por
Ahmed et al. (1995), Ahmed e Conner (1995), Juneja e Marmer (1999) e Kotrola et
al. (1997).

Com excecao de um dos lotes positivos para Salmonella, em todos os outros
foi isolada Salmonella Schwarzengrund. Este sorotipo foi 0 segundo mais prevalente
em pesquisa realizada por Santos et al. (2000) e o mais prevalente por Boni (2007)
. Os dois outros sorotipos, Anatum e Corvallis, foram isolados a partir da amostra de
um mesmo lote. Isto demonstra a possibilidade de contaminagcédo por diferentes
sorotipos na mesma amostra e a importancia da sorotipificacdo de todas as colbnias
sugestivas, identificadas pelos testes bioquimicos e soroldgicos.

Em relacdo a prevaléncia de Salmonella spp. nos lotes de frangos de corte
estudados, foi obtido valor mais alto, correspondente a 68,42% (13/19), quando
comparado a trabalhos realizados no Brasil por Vilela (2000), que obteve valor de
33,33% (9/27), enquanto Rocha et al. (2003), Oliveira (2004) e Cortez (2006)
obtiveram valores de 55,56% (10/18), 14,29% (2/14) e 22,22% (8/36),
respectivamente. Valores de prevaléncia semelhantes foram encontrados em
plantéis de frangos de corte em paises da Unido Europeia como Hungria com 65,7%
(236/359) e Poldnia com 57,7% (206/357) (EFSA, 2007b). Também foi semelhante a
prevaléncia de Salmonella spp. em 55% dos pés de frango antes da escaldagem,
obtida a partir do estudo feito por Kotula e Pandya (1995). Vale ressaltar que o

indice de deteccdo da bactéria pode ter sido aumentado devido a metodologia
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utilizada, ja que a maioria dos testes utiliza 25 gramas do produto analisado em
225mL de SSP, enquanto no presente estudo os “pools” de pés foram rinsados em
SSP.

Comparando valores encontrados a partir de pesquisas de Salmonella spp.
entre produtos processados, pés congelados e carcacas de frango, o resultado
obtido no trabalho para os pés apés o congelamento (P4), 5,26% (1/19), foi igual ao
encontrado por Oliveira (2004) em carcacas congeladas, 5,26% (1/19) e similar ao
encontrado por Maldonado (2008) com 6,7% (2/30) das carcacas coletadas em feira,
contaminadas pela bactéria. Muitos pesquisadores em levantamentos obtiveram
resultados préximos ao encontrado neste trabalho. Dados referentes ao PREBAF,
publicados pela ANVISA, apontam uma prevaléncia nacional da bactéria de 4% em
carcacas comercializadas no varejo, similar a de 3,21%, encontrada em diversos
produtos de origem avicola na Europa (ANVISA, 2008; EFSA, 2010). Outros
trabalhos realizados em menor escala demonstram prevaléncia maior do patégeno
em carcacas de frangos como 32,0% (48/150) por Santos et al. (2000), 19,8% por
Rezende et al. (2005), 22,2% (8/33) encontrado por Cortez (2006), 39,3% (24/61)
por Ribeiro (2007), 24,2% (8/33) por Maldonado (2008) e 9,6% (25/260) por Duarte
et al. (2009).

Houve uma reducdo na prevaléncia de Salmonella spp. nos lotes estudados
de 92,31%. Na analise dos microrganismos indicadores testados ocorreu reducao de
99,98% (3,43 logip) em relacdo a CPMM e 99,99% (5,62 logio € 5,45 logio) em
relacdo a CT e CTT, respectivamente. A partir destes resultados, observa-se que os
microrganismos utilizados como indicadores ndo apresentam relacao direta com a
presenca de patdégenos em alimentos, como relatado por Banwart (1981b) e Morton
(2001), entretanto a sua presenca € um indicador de que houve contaminacao por
enterobactérias.

Neste trabalho houve isolamento de Salmonella spp. em pés processados
(P4), submetidos a temperatura de escaldagem de 65°C. Juneja et al. (2001), Juneja
et al. (2003), Mazzota (2000) e Murphy et al. (2000) estudaram resisténcia térmica
de Salmonella spp., concordando que a temperatura em torno de 65°C nado €
suficiente para a eliminacdo dessas bactérias no tempo de 28 segundos, no qual
ocorre a escaldagem dos pés. Segundo Juneja et al. (2001) e Mazzota (2000), 71°C
seria uma temperatura suficiente para descontaminacdo de até 7 logip Salmonella

spp. no tempo de processamento utilizado. Entretanto, Juneja et al. (2003) e Murphy
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et al. (2000) demonstram que esta temperatura, no periodo de tempo utilizado no
trabalho, ndo é suficiente para que esta quantidade de bactérias seja eliminada.
Possivelmente os pés do presente estudo foram descontaminados ao longo do
processamento por haver menor quantidade de Salmonella spp. e pelo processo
adicional de remocao da cuticula do pé.

No Brasil ndo ha exigéncias legais quanto ao uso de determinada temperatura
na escaldagem de pés de frango, porém existem indica¢des descritas no RIISPOA
(BRASIL, 1952). Uma das faixas de temperatura na escaldagem sugerida pelo
RIISPOA é entre 80°C e 90°C, mas geralmente ndo é utilizada por questbes de
economia na utilizagdo de vapor pela industria. Considerando os padrdes
microbiolégicos para carne de frango da China citados por Bugang (2006), que
exigem auséncia da bactéria em produtos avicolas, o lote em que foi encontrada
bactérias do género Salmonella nos pés processados ndo estava em conformidade.
Os EUA contestam os padrbes chineses considerando-0s muito rigorosos, sendo
comparaveis ao nivel de exigéncia para alimentos prontos para consumo,
estabelecidos pelo Codex Alimentarius (WHO, 2007).

A partir dos resultados, novos estudos que caracterizem o processamento de
pés de frango e definam padrdes a serem seguidos poderdo ser desenvolvidos
posteriormente, assim como ocorreu com carcagas de frango. Devem ser testados
diferentes tempos e temperaturas de escaldagem, com diferentes concentracdes
dos patégenos e contaminantes indicadores, bem como diferentes volumes de agua
e teores de cloro durante o pré-resfriamento, determinando o processamento
adequado para que seja garantida a auséncia de Salmonella spp. no produto. A
partir dai, o processo de escaldagem podera ser estabelecido como um Ponto
Critico de Controle.

Também sera importante avaliar se ha recontaminacédo por Salmonella spp.
nos diferentes pontos do processamento apds escaldagem. Pois se isso for evitado,
podera ser obtido um produto in natura com mesmo padrédo higiénico-sanitario de
produtos prontos para consumo, através de um processamento seguro e de baixo

custo.



6 CONCLUSOES

Ficou demonstrada a reducdo na contaminacdo de pés de frangos de corte

ap0s o processamento tecnolégico.

As andlises quantitativas dos pés de frangos de corte apresentaram valores
inferiores aos estabelecidos pela legislacéo brasileira para contaminacédo microbiana

em carne de frango, tanto nos pés resfriados como nos congelados estudados.

As andlises quantitativas dos pés de frangos de corte apresentaram valores

em acordo com a legislacéo chinesa para produtos congelados.

Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo Schwarzengrund foi detectada
em 92,31% das amostras positivas para Salmonella dos pés de frango coletados no

inicio do processamento.

O processamento tecnoldgico nos pés de frangos estudados eliminou 92,31%
da contaminacao por Salmonella spp., devendo ser implementadas acdes para que

essa reducédo possa alcancar 100%.

N&o foi detectada a presenca de Escherichia coli O157:H7 nos pés de frango
estudados.
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