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Numero mais provavel de Salmonella isoladas de carcacas de frango resfriadas

Most probable number of Salmonella isolated from refrigerated broiler carcasses

Anderlise Borsoi”™ Hamilton Luis de Souza Moraes" Carlos Tadeu Pippi Salle"
Vladimir Pinheiro do Nascimento "

RESUMO

A Salmonella permanece um importante problema
na avicultura e, considerando os patogenos transmitidos por
alimentos, aparece como um dos agentes principais em surtos
de toxinfec¢des alimentares. Para auxiliar na avalia¢do de
riscos em adquirir infec¢do alimentar via carne de frangos que
sofreram coc¢do inadequada, ou através de contaminag¢do
cruzada a partir desses animais, torna-se importante
determinar a extensdo de contaminagdo por patogenos em
carne crua. No presente trabalho, foram analisadas 180
carcagas de frangos resfriadas, adquiridas em varejos, para
pesquisa de Salmonella com determinagdo do nimero de células
da bactéria. Foi utilizado o método do numero mais provavel
(NMP) nos agares para isolamento verde brilhante com
novobiocina (BGN) e xilose-lisina tergitol 4 (XLT4). Os
resultados mostraram 12,2% de ocorréncia de Salmonella
nas carcagas de frangos resfriadas e a média de NMP de
Salmonella por mL, na leitura pelo dgar XLT4 foi de 2,7
células e no dagar BGN foi de 1,3 células. Os sorovares de
Salmonella isolados das carcacas de frangos no estudo foram
S. Enteritidis, S. Agona, S.Rissen, S. Heidelberg e S. Livingstone.
A andlise dos resultados demonstrou existir um numero variavel
de células de Salmonella contaminando as carcacas de frango
resfriadas que estdo a venda ao consumidor.

Palavras-chave: Salmonella, NMP, carca¢a de frango,
patégeno alimentar.

ABSTRACT

Salmonella in poultry remains an important
worldwide problem, and among foodborne pathogens, the
Salmonella appears as one of the most important outbreaks

agents. 1o assess the risks of acquiring infection via undercooked
poultry or cross contamination from chickens, it is important
to determine the extent of the contamination on raw poultry
with this pathogen. In this study, 180 refrigerated broiler
carcasses, obtained from local stores, were assessed to recover
Salmonella by the most probable number (MPN) method to
quantify bacterias cells onto brilliant green agar with novobiocin
(BGN) and xylose lysin tergitol 4 agar (XLT4). The results
showed 12,2% occurrence of Salmonella by conventional
microbiological method from refrigerated broiler carcasses.
The MPN per ml rates was 2,7 cells on XLT4 agar and 1,3 cells
on BGN agar plate. The Salmonella serovars isolated from
broiler carcasses were S. Enteritidis, S. Agona, S. Rissen, S.
Heidelberg and S. Livingstone. Results analysis showed that
could be a variable number of cells contaminating refrigerated
broiler carcasses, which have been selling to the consumer.

Key words: Salmonella, MPN, broiler carcasses, foodborne
pathogens.

INTRODUCAO

Em satde publica, as salmonelas destacam-
se com grande importancia pela sua ampla e variada
ocorréncia no homem e em animais (mamiferos, répteis
e aves), sendo que as aves ocupam o ponto central na
epidemiologia das salmoneloses entéricas,
representando um reservatorio de grande importancia
sanitaria e dificil controle. Nestes, o estado de portador
¢ o fator epidemioldgico mais destacado e a falta de
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sintomas ¢ as dificuldades técnicas para sua detecgio,
antes ou durante a inspegdo no abate, convertem-nos
em fonte continua de contaminagdo do meio ambiente
e, portanto, dos produtos de origem animal
(RODRIGUES, 2005). A Salmonella ¢ um dos mais
importantes patégenos mundialmente distribuidos,
associado a carne de frango e seus produtos derivados
(BRYAN & DOYLE, 1995). Estudos a respeito de
prevaléncia de Salmonella em carcagas de frangos no
Brasil, apresentam dados diferenciados, como na cidade
de Descalvado, Sao Paulo, em que o resultado da
pesquisa de Salmonella em carcagas foi auséncia da
bactéria nas amostras (CARDOSO et al., 2005), ou, ainda
em Sdo Paulo, porém no municipio de Jaboticabal, onde
150 carcagas congeladas foram analisadas e o
percentual de positividade para Salmonella
estabelecido foi 32,0% (SANTOS et al., 2000). Dados
do Rio Grande do Sul, apresentados pela pesquisa de
NASCIMENTO et al. (2003), citam contaminag@o por
Salmonella de 15,1% em carcacas e 26,1% nas
amostras de partes de frangos. Outro estudo no Rio
Grande do Sul contou a avaliagdo do processo
higiénico-sanitario de abate de frangos, em trés
diferentes matadouros, sendo que as carcagas
analisadas antes e depois do chiller apresentaram,
respectivamente, 31,7% e 20,0% de contaminag@o por
salmonelas (DICKEL, 2004). Apesar da citada
disponibilidade de dados relativos a incidéncia de
salmonelas em carne de aves, a determinacdo da
extensao desta contaminagdo, ou seja, a quantificagdo
de células ¢ relatada em poucos estudos. Conhecer o
numero de células de Salmonella presentes na carne
de aves ¢ um ponto importante para auxiliar a analise
de riscos em adquirir infec¢des alimentares, via
consumo desta carne mal cozida, ou através de
contaminagdo cruzada entre carne de aves crua e outros
produtos que estdo sendo manipulados (JURGENSEN
etal., 2002). Dois estudos publicados nos ultimos anos
determinaram metodologias para a contagem de
Salmonella. No estudo de UYTTENDAELE et al.
(1998), foram utilizadas carcagas de aves congeladas e
outros produtos derivados para contagem de bactérias
semiquantitativamente. O critério adotado para
determinar o nivel de contaminagdo foi de 1ufc 100cm?
ou 25cm? e 25 gramas, classificadas como baixa
contaminagdo e mais de lufc cm™?ou 25 gramas,
classificada como alta contaminagdo. Em 2001,
DUFRENNE et al. publicaram uma metodologia
quantitativa para determinacdo do NMP de
Campylobacter e Salmonella em carcagas de frangos,
sem diluigdes seriadas a partir da amostra inicial. Com
esta metodologia, usaram como critério de classificagdo
uma escala de células por carcaga, distribuidas em trés

niveis: 0-10 células carcaga’', 11-100 células carcaca™ e
>1.100 células carcaga™ como nlimeros mais provaveis.
O presente estudo teve como base a metodologia
descrita por DUFRENNE et al. (2001), utilizada com o
objetivo de verificar a presenga e estimar o niimero
mais provavel de células de Salmonella em carcagas
de frangos resfriadas.

MATERIAL E METODOS

Carcacas de frango resfriadas a venda em
varejos foram obtidas em numero de 10 por semana em
um mesmo turno de abate. As coletas de carcagas
ocorreram de fevereiro a novembro de 2004 e as marcas
foram definidas em fungéo da disponibilidade semanal
do material nos varejos da regido Nordeste do Rio
Grande do Sul. A partir da marca “A”, foram adquiridas
55 carcagas, marca “B” 50 carcagas e marca “C” 75
carcagas, totalizando 180 amostras. O transporte foi
realizado em caixas isotérmicas e o inicio do
processamento ocorria em 20 minutos apds a coleta
das amostras. A contagem de Salmonella foi realizada
pelo método do nimero mais provavel (NMP) de células
bacterianas por mL ou g, descrito por DUFRENNE et
al. (2001). Esse método foi adaptado para menor volume
de meio de cultura para enxague inicial das carcagas
(COXetal., 1981) e inclusdo do agar xilose lisina tergitol
4 (XLT4), para leitura dos isolados (YNTERIAN, 2003).
Em seguida, elas foram removidas de sua embalagem
original e colocadas em sacos de polietileno para
afericdo do peso e inicio do processo. O enxague foi
realizado com 150mL de agua peptonada tamponada
(AP) por 2min. Apos o enxague, a AP foi dividida em
nove tubos: 3x30mL, 3x3mL e 3x0,3mL (aos tubos com
0,3mL, foram adicionados 3mL de AP) e incubados a
37°C por 18+2h. A partir das culturas de AP, 0,1mL de
cada um dos nove tubos, foi adicionado a outros nove
tubos com 10mL de caldo Rappaport Vassiliadis (RV) e
incubados por 24+2h a 42°C. As culturas de RV foram
estriadas em agar verde brilhante com novobiocina
(BGN) e agar xilose lisina tergitol 4 (XLT4), resultando
18 placas de cultura por amostra ¢ incubadas por 24+2h
a 37°C. A leitura das placas positivas foi realizada em
série de trés placas, conforme as dilui¢des iniciais. A
composicao final das trés séries de leitura foi comparada
a tabela de DeMAN (1983), na qualo NMP por grama
ou mL esta estabelecido com diferentes limites de
confianga, sendo 95% o limite adotado nesta pesquisa.
Testes bioquimicos e sorologicos foram realizados nas
coldnias suspeitas. A identificag¢@o final das coldnias
positivas foi realizada no Laboratério de
Enterobactérias da Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ).
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RESULTADOS

O percentual de isolamneto de Salmonella
em carcacgas de frango resfriadas encontrado a partir
das trés diferentes marcas comerciais analisadas foi de
12,2%. O NMP mL"! de Salmonella foi determinado
nos meios de cultura XLT4 e BGN, apresentando
médias de contagens de 2,7NMP mL"' ¢ 1,3 NMP mL",
respectivamente. O NMP por carcagas foi calculado a
partir da féormula descrita por DUFRENNE et al. (2001):
peso da carcaga x NMP (tabela) / maior volume de
amostragem, resultando valores 0 a mais de 1100 células
por mL, apresentados na tabela 1. Os resultados nos
meios XLT4 e BGN diferiram significativamente para a
quantidade de células em recuperadas nas mesmas
carcagas (P=0,027). Os sorovares ¢ frequéncia de
isolamento de Salmonella nas amostras foram: S.
Enteritidis (31.8%,), S. Agona (31.8%,), S. Rissen
(22,7%,), S. Heidelberg (9,0%) e 8. Livinsgtone (4,5%).
No presente trabalho, houve diferenga nos isolamentos
por marca e estdo apresentados na tabela 2. Os
resultados foram analisados pelos métodos Chi-
quadrado e Teste t de Student, através do programa
SPSS for Windows, versdo 10.05;1999.

DISCUSSAO

A Salmonella ¢ comsiderado um dos
principais patdogenos envolvidos em doengas
transmitidas por alimnetos mundialmente. No Brasil,
dos 2.974 surtos de toxinfec¢des alimentares em
humanos (nos anos de 1999 a 2008) causados pelos
agentes mais frequentemente envolvidos, as
Salmonella spp foram responsaveis por 42,9% das
ocorréncias e o sorovar Salmonella Enteritidis, por
mais 4,1% dos surtos. Em 460 pessoas acometidas de
toxinfeccgdo por Salmonella, 378 tiveram carne de aves
ou ovos como alimento envolvido nos surtos (SVS,
2008). Tais dados demonstram que a presenga do agente
em produtos avicolas figura importancia no Brasil.

Este trabalho apresentou 12,2% de
incidéncia, colocando-se este valor entre os diversos
dados de incidéncia de Salmonella em carcagas de

Tabela 1 - NMP de Salmonella detectados em carcagas de frango
de corte resfriadas e percentual de contagem nos meios
de cultura XLT4 ¢ BGN.

NMP/ carcaca XLT4 (%) BGN (%)
0-10 0 0
11-100 45,45 64,70
101 -1100 54,55 35,30
>1100 13,63 0

frango citados na literatura de diferentes paises, com
percentuais que variam de 2,9% a 68,6% (SIMMONS
et al. 2003). A incidéncia de 12,2% neste trabalho esta
proxima aos percentuais encontrados por DUFRENNE
etal. (2001), de 13,5% de positividade e NASCIMENTO
et al. (2003) que relatam 15,1% de positividade para
Salmonella. Contudo, a ocorréncia encontrada difere
de analises realizadas no Brasil, citadas por SANTOS
etal. (2003), que encontraram 32,0% de contaminagao,
DICKEL (2004), 20,0% ¢ CARDOSO et al. (2005) que
ndo detectaram Salmonella nas amostras analisadas.
Os diferentes resultados das pesquisas estdo de acordo
com a citagdo de que o percentual de Salmonella em
carcagas pode variar, dentre outros fatores, devido a
metodologia de deteccdo utilizada (UYTTENDAELE
etal., 1998), contaminagdo das aves pré-abate e sistema
e regulamentagdo de abate das aves nos diferentes
paises.

Os sorovares de Salmonella identificados
nas amostras foram S. Enteritidis ¢ S. Agona como mais
prevalentes, seguidos por S. Rissen, S. Heidelberge S.
Livingtone. Tais constatagdes também foram
identificados em estudos realizados na mesma regido
geografica, nas pesquisas de NASCIMENTO et al.
(2003), as quais descrevem os S. Enteritidis com 51,0%
de frequéncia de aparecimento, S. Hadar com 26,0% e
S. Heidelberg apresentando 11,0%. Além desses casos,
DICKEL (2004) identificou maior variedade de
sorovares, sendo S. Heidelberg de maior frequéncia de
aparecimento em 63,9% dos isolados, seguido de S.
Enteritidis com 31,09%, S. Whorthington apresentando
2,1% e S. Tennessee também com 2,1%. A maior
ocorréncia do sorovar Enteritidis nesta pesquisa
ressalta a importancia de carcagas de frango como
potencial veiculo de infecgdes alimentares em humanos,
tendo em vista os dados sobre pessoas acomentidas
em surtos no Brasil, citado anteriormente. Ainda,
pesquisa divulgada pela ANVISA aponta os sorovares
8. Enteritidis, S.Infantis, S. Typhimurium, S. Heidelberg
e S.Mbandaka como mais prevalentes em carcagas
congeladas no Brasil (PREBAF, 2008). Nos Estados
Unidos e Europa, todos os sorovares encontrados na
presente pesquisa foram relatados como causadores
de infecgdes alimentares em humanos a partir de
diferentes fontes (GUERIN et al., 2004; CDC, 2010). A
respeito das infecgdes em humanos, de acordo com
POPPE (1996), ha evidéncias de que a dose infectante
de 10 a 1000 células de Salmonella possam causar
infec¢des em humanos.

Os NMPs por carcaga determinados na
tabela 1 diferem dos resultados das pesquisas de varios
autores. Elas apontam o fato de ser muito baixo o
numero de células de Salmonella que contaminam uma
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Tabela 2 - Frequéncia de isolamento de Salmonella nas diferentes
marcas analisadas.

Sorovares de Marcas e frequéncia de aparecimento

Salmonella
dos sorovares isolados

A (%) B (%) C (%)
Enteritidis - - 31,81
Agona - - 31,81
Rissen - 4,54 18,16
Heidelberg 9,10 - -
Livingstone 4,54 - -

carcaga, ou seja, menor que 100NMP por carcaga
(BOKANYTetal., 1990; IZAT etal., 1990; WHITMORE,
1993; NASCIMENTO, 1995; CARRAMINANA et al.,
1997; CARDOSO et al., 2005).

O presente estudo foi elaborado com base
nametodologia de DUFRENNE etal. (2001), porém seus
resultados diferem dos encontrados pelos autores. Eles
citam menores niveis de contaminagdo das carcagas,
ou seja, 89,0% delas apresentaram contaminagdo de 0
a 10 células; 9,0%, niveis de 11 a 100 células ¢ 2,0% de
carcacas contaminadas com >1100 células de
Salmonella, estando esses valores de NMP
determinados a partir do meio de cultura BGN. O
aumento da porcentagem de carcagas contaminadas
com >100 células, apresentado neste estudo, pode ser
explicado, possivelmente, por alguns fatores principais
que incluem o volume de enxague das carcagas (menor
que o volume utilizado pelos autores), promovendo
aumento da concentracdo das células presentes no
material e promovendo menor desperdicio de agua de
enxague (COX et al., 1981). Outro fator a considerar,
quando analisados os maiores valores de NMP
encontrados na presente pesquisa, ¢ o processo de
abate das aves, visto que os niveis de cloro do chiller
diferem, por legislacdo, entre os paises, além de que as
concentragdes de cloro livre podem afetar diretamente
a contagem dos microrganismos.

A constatacdo de presente NMP nas
carcagas auxilia na determinagdo do risco para sua
propria redugdo, além do controle de Salmonella nas
industrias de alimentos, sendo que a quantificagdo de
patdgenos foi citada em reunido técnica da FAO e OMS
para controle de Salmonella e Campylobacter em carne
de frangos, como necessario para reduzir riscos a saude
do consumidor (FAO/WHO, 2009).

CONCLUSAO

Os procedimentos adotados na modificagao
da técnica promoveram a deteccdo de uma maior

porcentagem de carcacas contaminadas com >100
células Salmonella neste trabalho, frente ao trabalho
com metodologia original. A contaminagdo por
Salmonella em carne de frango aparece como um
problema em potencial e o risco de contaminagdo
cruzada gerado pode ser proporcional ao nimero de
células presentes na carne de frango in natura
(JORGENSEN etal., 2002). Desse modo, estudos para a
quantificagdo do nivel de infec¢cdo por Salmonella em
carcagas de frango auxiliam na avalia¢@o da exposi¢do
ao risco, que traduz a necessidade de agdes a niveis de
industria e consumidor
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