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RESUMO

A linguica frescal € um dos embutidos carneos mais consumidos pelos brasileiros e
0 aumento da producdo e do consumo deste alimento chama a atencdo para a
seguranca do mesmo. Assim, este trabalho apresenta a avaliacdo da qualidade
microbiolégica de amostras de linguica de frango frescal comercializadas no Distrito
Federal. As andlises realizadas foram: contagem total de bactérias mesdfilas e
psicrotroficas, determinagdo de coliformes totais e coliformes termotolerantes,
contagem de Staphylococcus aureus, pesquisa de Escherichia coli e de Salmonella
spp. e também identificacdo molecular de E. coli, Salmonella spp. e S. aureus. Os
resultados do estudo mostraram que das oito amostras de linguica de frango
analisadas, trés amostras (37,5%) estavam improprias para 0 consumo pelo excesso
de bactérias S. aureus. E a regido génica Nuc identificada através de PCR indicou
que as bactérias S. aureus provenientes dessas amostras de linguicas de frango
eram produtoras de enterotoxinas. A amostra 2 que ja havia sido reprovada pelo
excesso de bactérias S. aureus, também apresentou Salmonella spp. (confirmada
geneticamente através da presenca do gene invA). Com relacdo a qualidade
higiénicossanitaria, duas amostras deste estudo (amostras 7 e 8) apresentaram
elevada contagem de microrganismos mesofilos de 7,27 e 7,18 log UFC/g,
respectivamente. Essa quantidade elevada de microrganismos mesofilos, além de
reduzir o tempo de prateleira desses produtos, também indica falta de higiene na
manipulacdo durante o processo produtivo. A amostra 7 também apresentou
condicBes insatisfatorias de higiene pelo elevado numero de coliformes totais (3,04
log NMP/qg). Apesar do baixo numero de coliformes termotolerantes, a presenca de
E. coli foi detectada em quatro amostras de linguicas pela técnica de PCR. Os
resultados obtidos revelam que o excesso de manipula¢éo da linguica frescal reduz
a sua qualidade microbiolégica, podendo torna-la um veiculo para transmissao de S.

aureus patogénica produtora de enterotoxinas.

Palavras chave: linguica frescal, linguica de frango; qualidade microbiolégica;

contaminacgao de alimentos.



ABSTRACT

Fresh sausage is one of the most consumed meat foods for Brazilians and increasing
the production and consumption of this food draws attention to the safety of it. Thus,
this work presents the evaluation of the microbiological quality of fresh chicken
sausage sold in the Federal District. The analyzes were: total counting of mesophilic
and psychrotrophic bacteria, determination of total coliforms and thermotolerant
coliforms, Staphylococcus aureus count, Escherichia coli and Salmonella spp.
research and also molecular identification of E. coli, Salmonella spp. and S. aureus.
The results of the study showed that of the eight chicken sausage samples analyzed,
three samples (37.5%) were unfit for consumption by excess of S. aureus bacteria.
And the gene Nuc region identified by PCR indicated that the S. aureus bacteria from
the chicken sausage samples were enterotoxin producers. Sample 2, which had
already been rejected by the excess of S. aureus bacteria, also presented
Salmonella spp. (genetically confirmed by the presence of the invA gene). Regarding
sanitary hygienic quality, two samples from this study (samples 7 and 8) presented
high counts of mesophilic microorganisms of 7.27 and 7.18 log CFU / g, respectively.
Sample 7 also presented unsatisfactory hygiene conditions due to the high number of
total coliforms (3.04 log NMP / g). Despite the low number of thermotolerant
coliforms, the presence of E. coli was detected in four samples of sausages by the
PCR technique. The results show that the excess handling of fresh sausage reduces
its microbiological quality and can make it a vehicle for the transmission of

pathogenic enterotoxin-producing S. aureus.

Palavras chave: fresh sausage, chicken sausage, microbiological quality, food

contamination.
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1. INTRODUCAO

1.1.Producéo de linguicas do tipo frescal

Segundo a definicdo do Regulamento de Inspecado Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal (RIISPOA) entende-se por produto carneo embutido,
aquele que é produzido com carne ou o6rgdos comestiveis, curado ou nao,
condimentado, que pode ser ou ndo cozido, defumado ou dessecado, e deve estar
contido em envoltorio natural ou artificial (BRASIL, 2017). O mercado de embutidos
tem apresentado significativa expansdo nas Ultimas décadas, uma vez que o seu
consumo se tornou parte do habito alimentar de uma parcela consideravel de
consumidores brasileiros. Dentre os embutidos, a linguica frescal € um dos mais
consumidos devido a seu processamento relativamente simples e preco acessivel
(ALBERTI e NAVA, 2014; NASCIMENTO et al., 2012; ZINNAU, 2011).

As matérias primas mais utilizadas na produc¢do de linguicas sé@o as carnes de
frango e de porco. As carnes de frango ocupam o segundo lugar em consumo no
pais e as carnes de porco o terceiro, correspondendo a 35,4 kg e 11,3 kg por
pessoa, respectivamente, sendo que aproximadamente 70% dessas carnes Sao
comercializadas na forma de embutidos, principalmente como linguicas. Por ser um
produto bem aceito e extensamente comercializado, a frequéncia no consumo deste
embutido chama a atencéo para seguranca do alimento (GEORGES, 2015; SOUZA
et al., 2014; RALL et al, 2009).

A producdo da linguica frescal pode ocorrer em estabelecimentos de
pequeno, médio e grande porte (OLIVEIRA et al., 2005). As linguicas do tipo frescal,
ndo sdo submetidas ao cozimento. As caracteristicas fisico-quimicas desse alimento
devem ser: umidade maxima de 70%, gordura maxima de 30% e quantidade minima
de proteina de 12% (BRASIL, 2000).

A elaboracéo da linguica frescal inclui as fases de preparo da carne, moagem,
mistura (onde ocorre a adicdo de ingredientes, como condimentos e aditivos),
embutimento, embalagem e estocagem. Como matérias-primas podem ser utilizadas
carnes de suinos, bovinos e aves, assim como retalhos de carne gorda ou magra e
toucinho. O tipo de carne a ser empregado varia de acordo com a formulagéo
escolhida. As carnes usadas para a fabricacdo de linguica sdo resfriadas (nao
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congeladas) e limpas, sendo retirados os nervos, cartilagens e ganglios (DIAS e
DUARTE, 2007; ZINNAU, 2011).

A matéria-prima (carne e toucinho) deve ser moida com auxilio de
equipamentos do tipo moedores. A matéria-prima deve ser reduzida a pedacos que
possam entrar sem dificuldades pelo moedor. Dessa matéria-prima, as carnes duras
devem ser finamente moidas, enquanto as carnes mais macias e as gorduras devem
ser moidas em discos de maior calibre. Na misturadeira, adicionam-se as carnes e
todos os ingredientes, sendo feita a mistura por tempo adequado, até a massa ter
consisténcia e liga suficiente para embutimento. O misturador deve trabalhar com
suas pas homogeneizadoras em baixa rotacéo ou velocidade, promovendo a mistura
uniforme dos ingredientes (DIAS e DUARTE, 2007; ZINNAU, 2011).

O embutimento da massa carnea deve ser realizado a seguir. A massa
(carne, toucinho, ingredientes e condimentos previamente misturados) deve ser
embutida como uma massa compacta, sem espaco de ar. As bolhas de ar podem
causar oxidacdo e escurecimento nas regifes circunvizinhas, comprometendo a
apresentacao do produto final. Nessa operacdo, pode ser usada uma embutideira.
Como envoltdrios para as linguicas frescais sao utilizados tripas artificiais ou naturais
de suinos, bovinos ou ovinos. Simultaneamente ao enchimento da tripa com a
massa, sao realizadas as tor¢cdes na tripa. Normalmente, as tor¢cdes sdo feitas a
cada 10 cm. No caso de envoltério natural, a pressdo da massa nao deve ser
grande, pois esse tipo de envoltério pode encolher apds o processo (DIAS e
DUARTE, 2007; ZINNAU, 2011).

Depois de finalizada a producao, deve-se embalar as linguicas a vacuo ou em
embaladora manual. O produto resfriado é mantido em camaras com controle de
temperatura de (2°C) e depois é transportado e comercializado com temperatura ndo
superior a 7°C, com tempo de vida util de 2 a 4 semanas. A versdo congelada
permanece em tuneis de congelamento até atingir a temperatura de -12 a -18°C,
sendo armazenada e transportada com temperatura ndo superior a — 8°C, com
prazo de validade de 4 a 12 meses (DIAS e DUARTE, 2007; ZINNAU, 2011).

Entre os ingredientes usados no preparo de embutidos ndo submetidos ao
cozimento como a linguica frescal, é permitida a adicdo de &agua ou gelo na
proporcdo maxima de 3% e com finalidade de facilitar a trituracdo e

homogeneizacdo da massa. O cloreto de so6dio tem como funcdo agir como agente
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bacteriostatico e intensificar os sabores e aromas. A quantidade de sal utilizada na
elaboracdo de embutidos varia entre 1 e 5% (DIAS e DUARTE, 2007; ZINNAU,
2011).

Os sais de cura (nitratos e nitritos) desempenham um importante papel no
desenvolvimento das caracteristicas essenciais dos embutidos, ja que intervém no
surgimento da cor caracteristica destes, proporcionam um sabor e aroma especial
ao produto, possuem atividade antioxidante e antimicrobiana e retardam o
desenvolvimento da rancificacao (DIAS e DUARTE, 2007; ZINNAU, 2011).

No preparo de linguica frescal normalmente séo utilizadas varias especiarias
gue podem ser adicionadas inteiras ou moidas. Em geral, ndo se coloca mais que
1% do total do peso da carne de especiarias. Além conferir aromas e sabores
especiais ao embutido, certas especiarias, como a pimenta, a paprica, o tomilho e o
alecrim e condimentos como o alho, tém propriedades antioxidantes e
antimicrobianas (DIAS e DUARTE, 2007; ZINNAU, 2011).

1.2.Qualidade microbioldgica de linguicas do tipo frescal

A linguica frescal é um produto embutido curado e cru e, portanto, ndo sofre
nenhum processamento industrial que tenha por finalidade a reducédo da carga de
microrganismos e apresenta alta atividade de &gua. Assim, esse produto tem um
tempo de prateleira limitado e por esses motivos sua qualidade microbiolégica
depende da auséncia ou de baixos niveis de contaminacdo na matéria prima e
ingredientes usados no processo produtivo (CORREIA, 2008; MARQUES et al.,
2006; MILANI et al., 2003).

Além dos fatores de risco relacionados as suas caracteristicas intrinsecas,
desde o processo de fabricacdo até o consumo da linguica frescal também existem
os fatores de risco relacionados as suas caracteristicas extrinsecas, como a
participacdo do manipulador de alimentos e o0 estoque em temperaturas
inadequadas de refrigeracdo. Essas circunstancias servem de alerta a qualidade
microbioldgica do produto final (MARQUES et al., 2006; MEDEIROS, 2011; MERLINI
et al., 2012).

Durante a producdo da linguica frescal, na moagem e na mistura dos

ingredientes pode ocorrer contaminacdo através dos equipamentos, utensilios e
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manipuladores ou pela adicdo da matéria-prima ou aditivos contaminados
(CORREIA, 2008). Os condimentos adicionados também podem estar contaminados
por bactérias patogénicas como Salmonella sp. (SILVA et al., 2013). Os envoltérios
naturais utilizados nos embutidos sdo provenientes dos intestinos de animais e
também podem ser fontes de contaminagdo por microrganismos patogénicos, se
ndo foram aplicados cuidados higiénico-sanitarios no momento do seu
beneficiamento (CORREIA, 2008).

A qualidade final da linguica frescal € dependente das temperaturas usadas
para manter a cadeia de frio. Varios estagios da cadeia de frio, como transporte e
salas de estocagem representam pontos criticos para os produtores. Existem ainda
etapas que estao fora do controle do produtor como a distribuicdo final dos produtos.
Varejistas nem sempre conseguem manter adequada a cadeia de frio, o que
acarreta um aumento dos riscos microbiolégicos para produtos carneos (CORREIA,
2008).

1.3.Doencas transmitidas por alimentos

O aumento da producao e da frequéncia de consumo de linguica frescal, faz
com gue surja uma preocupacdo em relacdo a seguranca, visto que estes podem
ser veiculadores de doencgas, gerando um risco a saude da populagédo (SAMULAK et
al, 2011). Entende-se por Doengas Transmitidas por Alimentos, ou DTA’s, toda
aguela que seja causada pela ingestdo de alimentos e/ou agua contaminados,
compreendendo um grupo de mais de 250 tipos de DTA’s, sendo a maioria causada
por bactérias e suas toxinas, virus e parasitas. (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

A vigilancia epidemiolégica de DTA’s é baseada na notificacédo de surtos,
definindo como surto a ocorréncia de pelo menos dois casos que apresentem 0s
mesmos sintomas ap6s a ingestdo de alimentos da mesma fonte. Pelo fato de
existirem varias causas, nao ha um quadro clinico definido, portanto de modo geral
0S sintomas mais comuns sao nauseas, vOmito, dores abdominais e diarreia,
podendo ou ndo ser acompanhados de febre. O periodo de incubacdo é variavel
para cada agente etiolégico, sendo usualmente entre 1-7 dias, em sua maioria sao
consideradas doencas autolimitadas (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).
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Quando se trata de Doencas Transmitidas por Alimentos, deve-se levar em
consideracado que grande parte dos casos se desenvolve sem gque seja necessaria a
hospitalizagdo e nem o isolamento do agente etiolégico no alimento suspeito, logo, a
ocorréncia de DTA’s na populagdo € provavelmente subestimada. Sendo essa
subnotificacdo uma realidade mundial (SHINOHARA et al, 2008).

1.4.Microrganismos de interesse em alimentos

Os alimentos séo uma rica fonte de nutrientes para microrganismos, sendo 0s
alimentos de origem animal os principais veiculadores de patdgenos relacionados as
DTA’s. O envolvimento de produtos carneos na ocorréncia de DTA’s acontece
devido a presenga de microrganismos patogénicos na microbiota natural destes
animais que contaminam a carcaca durante o abate, e também podem ser
transportados do ambiente contaminado para a carcaca (contaminacdo cruzada)
pelo manipulador, utensilios mau higienizados, alimentos e pela agua, durante o
processo produtivo. Diante disto pode-se dizer que a microbiota de um alimento é o
somatorio da microbiota natural do alimento e dos microrganismos adquiridos
durante as etapas do processo produtivo, através da agua, das instalacbes, do
manipulador e dos equipamentos e utensilios (SAMULAK et al, 2011).

A contagem de microrganismos em uma amostra diz muito sobre as
condi¢cBes de higiene nas quais esse alimento foi produzido, e determina também a
sua qualidade microbiologica. Existem alguns microrganismos de interesse quando
se trata de alimentos, dentre eles, Staphylococcus aureus, Salmonella sp. e
Escherichia coli.

Os microrganismos da espécie Staphylococcus aureus sdo bactérias gram-
positivas, coagulase positivas, ndo produtoras de esporos, crescem em meios
comuns, sendo o agar sal-manitol um meio seletivo para esta espécie, devido a sua
capacidade de fermentar manitol, produzindo acido lactico. As bactérias S. aureus
se multiplicam em alimentos com valores de atividade de agua inferiores aos
minimos considerados para outras bactérias e tém também como caracteristica a
capacidade de sobreviver e se replicar em uma concentracédo de 15% de cloreto de
sodio, conseguindo produzir enterotoxinas em concentracfes de sais de até 10%,

tornando os alimentos curados potentes veiculadores de intoxicacdo alimentar. S&o

13



importantes agentes etiologicos em intoxicacbes alimentares, resultantes da
ingestdo de enterotoxinas estafilococicas, que sdo previamente formadas no
alimento contaminado antes do consumo. O diagndstico de uma infeccéo
estafilococica é feito através da contagem de S. aureus ou da deteccdo de
enterotoxinas estafilococicas a partir de restos de alimentos (FEITOSA et al, 2017).
A contagem destes microrganismos em alimentos pode ser feita com duas
finalidades: confirmar o envolvimento em surtos de intoxicacdo alimentar e fazer o
controle de qualidade higiénico-sanitaria do processo produtivo, visto que esta
bactéria pertence a microbiota dos animais e do manipulador (ALBERTI; NAVA,
2014).

As bactérias do género Salmonella, pertencem a familia Enterobacteriaceae,
sdo bacilos gram-negativos, ndo esporulados, anaerdbios facultativos e em sua
maioria sdo moveis. As salmonelas de maior relevancia clinica ndo fermentam a
lactose, o0 que € uma caracteristica para sua diferenciacdo em agares que
contenham lactose. Para o isolamento de Salmonella utiliza-se um meio n&o seletivo
para o pré-eriquecimento, enriqguecimento seletivo, e semeadura em agar seletivo,
como o agar Salmonela-Shigella (SS). Quanto a classificacéo elas sdo divididas em
duas espécies, Salmonella enterica e Salmonela bongori, sendo estas espécies
subdividas em sorotipos, tendo como base os seus antigenos: somatico (O), flagelar
(H) e capsular (Vi). Dentre eles o mais bem distribuido é o antigeno O, que pode ser
identificado em varios sorotipos de Salmonella, atualmente existem 2.501 sorotipos
de Salmonella identificados, porém apenas os sorotipos de S. enterica sao
patogénicos para o0 homem. Sdo amplamente distribuidas em diversos tipos de
hospedeiros, sendo geralmente encontradas em animais, principalmente em aves e
suinos. Seus principais veiculadores sdo os alimentos de origem animal, como
carne de frango, ovos e alimentos malcozidos (RALL et al, 2009; TRABULSI e
ALTERTHUM, 2005). Os sintomas das salmoneloses incluem dores abdominais,
diarreia, febre baixa e vomito, sendo raros os casos clinicos fatais. No Brasil, a
maioria dos casos de surtos alimentares causadores de gastroenterite humana é
atribuida a bactéria patogénica Salmonella spp. (7,5%) (MINISTERIO DA SAUDE,
2016) e os alimentos mais incriminados sdo carne bovina, aves, suinos e ovos crus
(SHINOHARA et al.,2008).
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Os coliformes termotolerantes pertencem a familia Enterobacteriaceae e sao
bacilos gram-negativos, que possuem, como habitat natural, o trato intestinal do
homem e de animais. Coliformes termotolerantes séo definidos como coliformes
capazes de fermentar a lactose com producdo de gas em 24-48h a 45°C.
Escherichia coli, juntamente com algumas cepas de Enterobacter e Klebsiella,
podem apresentar essas caracteristicas. Entretanto, apenas a presenca de E. coli
em alimentos indica contaminacao fecal por ser encontrada em grande quantidade
no trato gastrintestinal do homem e animais de sangue quente (ICMSF, 2005).

As bactérias da espécie E. coli, pertencem a familia Enterobacteriaceae, séao
bacilos gram-negativos, ndo produtores de esporos, anaerébios facultativos e
moveis, se apresentam em seis subtipos patogénicos que ocasionam diferentes
sintomas no organismo hospedeiro. A EPEC (E. coli Enteropatogénica) provoca
diarreia e desidratacdo. A EHEC (E. coli Entero-hemorragica) provoca diarreia
sanguinolenta, e é produtora da toxina Shiga, faz parte da microbiota natural de
bovinos. A EAEC (E. coli Enteroagregativa) pode provocar diarreia persistente,
levando até a um quadro de desnutricdo. A ETEC (E. coli Enterotoxigénica) é
produtora de duas enterotoxinas (LT — Toxina termoldbel e ST - toxina
termoestavel), responsavel pelo quadro conhecido como “diarreia do viajante. A
EIEC (E. coli Enteroinvasiva) € muito confundida com a Shigella, provocando
infeccdo semelhante a desta bactéria. A EXPEC (E. coli Extra intestinal patogénica)
€ causadora de infeccbes extra intestinais. Todos o0s subtipos podem ser
transmitidos através de alimentos e agua contaminados, seja pelo manipulador ou
outros fatores (TRABULSI e ALTERTHUM, 2005).

1.5.Uso da biologia molecular na identificagdo de microrganismos em

alimentos

Os métodos utilizados para o isolamento de microrganismos compreendem
meios de pré-eriquecimento ndo seletivos, meios de enriquecimento seletivos, meios
para semeadura seletivos e/ou diferenciais, seguindo um padrdo para cada tipo de
microrganismo. ApoOs o isolamento de um determinado microrganismo, as colbénias
consideradas suspeitas passam por métodos de confirmacao bioquimica, soroldgica

ou deteccdo de DNA. Essas técnicas tém como finalidade a caracterizacao de cepas
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de microrganismos, colocando em evidéncia diferentes subtipos da mesma espécie.
O método de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma boa alternativa para
pesquisa de microrganismos em alimentos, e pode apresentar maior eficiéncia em
relacdo a outros métodos, devido a sua rapidez, sensibilidade e especificidade,
porém necessita de tratamento da amostra com meios de enriquecimento, pois 0s
alimentos sdo matrizes complexas que podem ter interferentes enzimaticos (RALL et
al, 2009; GEORGES, 2015).

A técnica de PCR consiste na replicacdo de sequéncias especificas de DNA
in vitro, sendo utilizada em diversos ramos da medicina e biologia. A técnica utiliza a
variacdo de temperaturas para a duplicacdo de cadeias de DNA, através da sintese
enzimatica de acidos nucleicos a partir de uma fita molde, para que a rea¢do ocorra
sdo necessarios alguns componentes, o DNA molde, a presenca de uma DNA
polimerase termoestavel (Taqg), a presenca de um par de primers que
(oligonucleotideos que determinam o trecho de DNA que sera replicado), solucéo
tampédo para estabilizacdo do pH e deoxinucleotideos fosfatados (dNTPs). Nesta
reacdo ocorrem 3 etapas basicas de variacdo de temperatura: 1) Desnaturacao:
atinge temperaturas de 92°C - 96°C, com o objetivo de separar a dupla fita de DNA.
2) Anelamento: variacao de 58° - 65°C, nesta etapa ocorre a ligacdo dos primers na
regido complementar da fita molde. 3) Extensdo: nesta etapa ocorre a amplificacao
do DNA pela Tag DNA polimerase, a uma temperatura de 72°C (CAMARGO e
SILVA, 2017).

A identificacdo genética dos microrganismos de interesse em alimentos € de
suma importancia para que possa ser tracado um perfil epidemiolégico referente a
cada um desses microrganismos, estabelecendo uma relacdo causal entre as

doencas transmitidas por alimentos e 0s seus respectivos agentes etioldgicos.
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo geral

Este trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade microbiolégica de

linguicas de frango do tipo frescal comercializadas em supermercados e agougues

de Brasilia e Taguatinga, Distrito Federal.

2.2.0Dbjetivos especificos

Realizar as analises bacterioldgicas: contagem total dos microrganismos
mesofilos e psicrotroficos, determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de
coliformes totais e de coliformes termotolerantes, contagem de
Staphylococcus aureus, pesquisa de Escherichia coli e pesquisa de

Salmonella spp.

Realizar genotipagem através da técnica de PCR para confirmacdo dos

microrganismos Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella spp.
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3. ARTIGO ELABORADO CONFORME AS NORMAS DE SUBMISSAO DA
REVISTA HIGIENE ALIMENTAR

Qualidade microbiol6gica de linguicas de frango do tipo frescal

comercializadas no Distrito Federal

Stephanie Ramos Franca, Izabel Cristina Rodrigues da Silva, Daniela Castilho Orsi.

Universidade de Brasilia (UNB/FCE), Faculdade de Farmécia, Laboratério de
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RESUMO

A linguica frescal € um dos embutidos carneos mais consumidos pelos brasileiros e
0 aumento da producdo e do consumo deste alimento chama a atencdo para a
seguranca do mesmo. Assim, este trabalho apresenta a avaliacdo da qualidade
microbiolégica de amostras de linguica de frango frescal comercializadas no Distrito
Federal. As analises realizadas foram: contagem total de bactérias mesofilas e
psicrotréficas, determinacdo de coliformes totais e coliformes termotolerantes,
contagem de Staphylococcus aureus, pesquisa de Escherichia coli e de Salmonella
spp. e também identificacdo molecular de E. coli, Salmonella spp. e S. aureus. Os
resultados do estudo mostraram que das oito amostras de linguica de frango
analisadas, trés amostras (37,5%) estavam improprias para o consumo pelo excesso
de bactérias S. aureus. E a regido génica Nuc identificada através de PCR indicou
que as bactérias S. aureus provenientes dessas amostras de linguicas de frango
eram produtoras de enterotoxinas. Uma das amostras que ja havia sido reprovada
pelo excesso de bactérias S. aureus, também apresentou Salmonella spp.
(confirmada geneticamente através da presen¢a do gene invA). Apesar do baixo
namero de coliformes termotolerantes, a presenca de E. coli foi detectada em quatro
amostras de linguicas pela técnica de PCR. Os resultados obtidos revelam que o

excesso de manipulagdo da linguica frescal, de fato, reduz a sua qualidade
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microbiolégica, podendo torna-la um veiculo para transmissdo de S. aureus

patogénica produtora de enterotoxinas.

Palavras chave: embutido frescal, linguica de frango; contaminacao de alimentos.

ABSTRACT

Fresh sausage is one of the most consumed meat foods for Brazilians and increasing
the production and consumption of this food draws attention to the safety of it. Thus,
this work presents the evaluation of the microbiological quality of fresh chicken
sausage sold in the Federal District. The analyzes were: total counting of mesophilic
and psychrotrophic bacteria, determination of total coliforms and thermotolerant
coliforms, Staphylococcus aureus count, Escherichia coli and Salmonella spp.
research and also molecular identification of E. coli, Salmonella spp. and S. aureus.
The results of the study showed that of the eight chicken sausage samples analyzed,
three samples (37.5%) were unfit for consumption by excess of S. aureus bacteria.
And the gene Nuc region identified by PCR indicated that the S. aureus bacteria from
the chicken sausage samples were enterotoxin producers. Sample 2, which had
already been rejected by the excess of S. aureus bacteria, also presented
Salmonella spp. (genetically confirmed by the presence of the invA gene). Despite
the low number of thermotolerant coliforms, the presence of E. coli was detected in
four samples of sausages by the PCR technique. The results show that the excess
handling of fresh sausage reduces its microbiological quality and can make it a

vehicle for the transmission of pathogenic enterotoxin-producing S. aureus.

Palavras chave: fresh sausage, chicken sausage, microbiological quality, Food

contamination.

INTRODUCAO
As linguicas frescais, também conhecidas como linguicas do tipo frescal,
estdo entre os produtos embutidos mais consumidos pela populagéo brasileira

devido a seu processamento relativamente simples e preco acessivel. As matérias-
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primas mais utilizadas na producdo dessas linguicas sdo as carnes de porco e de
frango (ALBERTI e NAVA, 2014; NASCIMENTO et al., 2012, SOUZA et al., 2014).

A linguica frescal € um produto embutido curado e cru, portanto ndao sofre
nenhum processo de cozimento e ainda apresenta alta atividade de &gua. Assim,
esse produto tem um curto prazo de validade e por esse motivo sua qualidade
microbiolégica depende de baixos niveis de contaminacdo na matéria-prima e nos
ingredientes usados no processo produtivo (ALBERTI e NAVA, 2014; BEZERRA et
al., 2012).

As provaveis fontes de contaminacdo microbiolégica da linguica frescal
compreendem as carnes, os envoltorios, os condimentos, a manipulacdo, as
maquinas, os utensilios, bem como a agua utilizada em todas as operacbes de
limpeza e manutengdo (MANTOVANI et al., 2011; MERLINNI et al., 2012).

A qualidade final da linguica frescal também é dependente das temperaturas
usadas para manter a cadeia de frio. Varios estagios da cadeia de frio, como
transporte e salas de estocagem representam pontos criticos para os produtores.
Existem ainda etapas que estdo fora do controle do produtor como a distribuicdo
final dos produtos. Varejistas nem sempre conseguem manter adequada a cadeia de
frio, o que acarreta um aumento dos riscos microbiolégicos para produtos carneos
(GEORGES et al., 2014).

O aumento da producéo e da frequéncia de consumo de linguica frescal, faz
com que surja uma preocupacao em relacdo a seguranca, visto que estes produtos
podem ser veiculadores de doencas, gerando um risco a saude da populacdo
(MERLINNI et al., 2012; SAMULAK et al, 2011). Sendo assim, este trabalho teve
como objetivo avaliar a qualidade microbiologica de linguicas de frango do tipo
frescal comercializadas no Distrito Federal.

MATERIAL E METODOS

Coleta, preparo das amostras e analises microbiologicas

Para as analises microbioldgicas, foram coletadas oito amostras de linguicas
de frango do tipo frescal, dentro do prazo de validade e expostas ao consumo nos
balcGes refrigerados, em diferentes supermercados e agougues das cidades de

Brasilia e Taguatinga, DF. As amostras foram adequadamente acondicionadas e
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conduzidas ao Laboratorio de Controle de Qualidade da Faculdade de Farmacia
(UNB/FCE), onde foram imediatamente analisadas. Todas as amostras foram
analisadas em trés repeticbes, ou seja, foram retiradas trés aliquotas de cada
embalagem e os resultados foram expressos como média em log de UFC/g. Para o
preparo das amostras, foram pesadas 25 g de cada amostra e diluidas em 225 mL
de agua peptonada 0,1% (p/v). O material foi homogeneizado, obtendo-se desta
forma a primeira diluicdo (101). A partir da primeira diluicdo obtiveram-se as demais
diluicdes decimais (até 1073).

Para a contagem total de bactérias mesofilas e psicrotroficas, as diluicbes de
cada amostra foram semeadas, pelo método de superficie, em placas de Petri
contendo o meio de cultivo Agar Padrédo para Contagem. As placas foram incubadas
a 37°C por 24 h para bactérias mesdfilas e a 7°C £ 1°C por 7 dias para bactérias
psicrotréficas. Os resultados obtidos foram expressos em log UFC/g. Para a
determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e
termotolerantes as amostras foram analisadas conforme a técnica de tubos
multiplos, iniciando-se com o teste presuntivo, que consiste na inoculacao de cada
diluicdo das amostras em caldo Lauril Sulfato Triptose. Os tubos foram incubados a
37°C por 24 h. A positividade do teste caracterizou-se pela turvacdo do caldo com a
producdo de gas nos tubos de Durham. Aliquotas dos tubos positivos no teste
presuntivo foram inoculadas, simultaneamente, em tubos de ensaio contendo caldo
verde brilhante bile lactose a 2% (para a confirmacdo de coliformes totais) e caldo
Escherichia coli (para a confirmacédo de coliformes termotolerantes). Os tubos foram
incubados em estufa bacteriolégica a 37°C por 24 h para o teste de coliformes totais
e em banho-maria a 45°C por 24 h para o teste de coliformes termotolerantes. Os
resultados obtidos foram expressos em log NMP/g. Para a contagem de
Staphylococcus aureus, cada uma das diluicdes das amostras foi semeada, pelo
método de superficie, em placas de Petri contendo o meio de cultivo Agar Sal
Manitol. As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas. As colbnias suspeitas de
S. aureus foram submetidas a identificagcdo molecular através da técnica de reacao
em cadeia da polimerase (PCR). Para a pesquisa de Salmonella spp., a diluicdo 10!
das amostras foi incubada a 37°C por 24 h. Apés a incubacao, pipetou-se 1 ml das
aliquotas do caldo de enriquecimento para tubos de ensaio contendo 10 mL de caldo
selenito cistina. As amostras foram homogeneizadas e incubadas a 37°C por 24 h.

21



ApoOs a incubacéo, procedeu-se a técnica de isolamento, onde a partir de cada tubo,
semearam-se placas de Petri contendo o meio de cultivo Agar Xilose-Lisina-
Desoxicolato (XLD). As placas foram incubadas a 37°C por 24 h. As colbnias
suspeitas de Salmonella spp. foram transferidas para tubos inclinados contendo o
meio de cultivo Agar TSI (trés acucares e ferro). Os tubos de TSI que apresentaram
reacoes tipicas de Salmonella foram submetidos a identificacdo molecular atraves

da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

Identificacdo molecular de Staphylococcus aureus, Salmonella spp. e

Escherichia coli

As bactérias isoladas suspeitas de serem S. aureus, E. coli e Salmonella spp.
foram identificadas através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
Para a identificacdo de S. aureus foi utilizado o fragmento de 105 pares de base
referente ao gene Nuc. Para a identificacdo de Salmonella spp. foi utilizado o
fragmento de 445 pares de base referente ao gene invA. E para a identificagéo de E.
coli foi utilizado o fragmento de 113 pares de base referente ao gene MalB. Os

primers construidos para este estudo estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Sequéncia dos primers e tamanho dos produtos amplificados na PCR

para identificacdo dos genes Nuc, invA e MalB

Primer Sequéncia5- 3’ Produto Espécie

amplificado

Nuc foward TGTTTGTGATGCATTTGCTG

Nuc reverse  AAAGGGCAATACGCAAAGAG 105 pb S. aureus
invA foward GCTGATGCCGGTGAAATTAT

invA reverse CGACAAGACCATCACCAATG 445 pb Salmonella spp.
MalB foward TCTATGGGCTGTGACTGCTG

MalB reverse GGCATCCCCATGATGTAGTT 113 pb E. coli

As colbnias isoladas suspeitas de serem S. aureus ou Salmonella spp. ou E.
coli foram inoculadas, individualmente, em caldo Brain Heart Infusion e incubadas a
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37°C por 18 h. A extracdo do DNA foi realizada de acordo com o protocolo proposto
no kit comercial Plasmid DNA purification MACHEREY-NAGEL®. A qualidade e a
quantidade de DNA extraido foram determinadas por eletroforese em gel de
agarose, em comparagdo com o padrao de massa molecular DNAI/HindIll marcador
de 100 pb (JENA®). Apbs a extracdo do DNA, a amplificacdo de fragmentos de
genes foi realizada utilizando o termociclador Techne® modelo TC-512. As
condi¢des de termociclagem foram 50°C por 2 min., 95°C por 2 min. e 40 ciclos de
desnaturagao a 95°C por 15 seg., seguida de 60°C por 30 seg., para o anelamento
dos oligonucleotideos e 72°C por 30 seg. para a extensao dos fragmentos. Foram
utilizados 2,5 pL de tampéo (10 mM de Tris e 50 mM de KCI), 0,7 uL de MgClz, 1,5
uL de dNTPs (2,5 mM), 0,5 pL de Tag-Polimerase (Cenbiot®, 5 U/uL), 1,5 pL de
oligonucleotideos foward e reverse (10 uM), completando com &gua Milli-Q para um
volume final de 25 pL por reacdo, com a amplificacdo de 10 ng de DNA extraido da
amostra bacteriana. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose, contendo brometo de etideo e visualizados sob iluminacéo ultra-violeta. O
marcador de massa molecular utilizado foi o 100 pb DNAI/Hindlll (JENA®).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo foram analisadas oito amostras de linguica de frango
frescal coletadas em diferentes estabelecimentos comerciais do Distrito Federal,
sendo todas industrializadas. Os resultados das analises microbiolégicas estédo
apresentados na Tabela 2.

A contagem total de bactérias mesofilas e psicrotroficas da maioria das
amostras apresentaram-se dentro dos limites aceitaveis de consumo (2,80 a 6,58 log
UFC/g). Embora a legislacdo brasileira (BRASIL, 2001) ndo estabeleca um limite
para bactérias mesofilas e psicrotréficas nos alimentos em geral, consideram-se
como limite aceitavel valores que ndo excedam 7,0 log UFC/g, estabelecidos pela
International Commission on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF, 2002).
Duas amostras deste estudo (amostras 7 e 8) apresentaram elevada contagem de
microrganismos mesodfilos de 7,27 e 7,18 log UFC/g, respectivamente. Essa
guantidade elevada de microrganismos mesofilos, além de reduzir o tempo de
prateleira desses produtos, também indica falta de higiene na manipulagcéo durante o

processo produtivo. De acordo com SOUZA et al. (2014) produtos carneos embu-
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tidos podem apresentar uma elevada carga de microrganismos mesoéfilos devido ao

intenso manuseio e aos equipamentos e condimentos contaminados.

Tabela 2. Analises microbiol6gicas das amostras de linguica de frango frescal

Amostras Bactérias Bactérias Coliformes Coliformes S. aureus Salmonella
mesofilas psicrotréficas totais termotolerantes (log UFC/q) spp.
(log UFC/qg) (log UFC/qg) (log NMP/qg) (log NMP/qg)
1 5,75+ 0,01 577+0,01 1,64+0,63 0,18* 153+0,42  Auséncia
2 5,26 £ 0,11 502+0,13 1,69 +0,50 0,50 £ 0,48 4,02+ 0,06 Presenca
3 4,76 £ 0,24 525+0,41 2,44+0,72 0,55 +0,32 3,93+0,05  Auséncia
4 5,67 £ 0,03 515+0,05 1,48%0,42 0,44 £ 0,38 1,75+ 0,21  Auséncia
5 2,80+ 0,22 3,02+0,13 1,16 £0,89 0,15* ND Auséncia
6 4,88 +£ 0,81 6,58+0,01 1,39%0,21 0,15* 1,33+0,00 Auséncia
7 7,27 £ 0,03 523+0,18 3,04+0,00 ND ND Auséncia
8 7,18 £ 0,01 579+£0,02 1,74+0,38 ND 4,01 +0,06  Auséncia

Os resultados foram expressos como meédias + desvio padrdo de trés repeticdes; ND
= ndo detectado; * = ndo foi possivel calcular o desvio padrdo, pois apenas uma

bateria de tubos apresentou resultados positivos.

A legislacdo brasileira (BRASIL, 2001) também nédo estabelece um padréo
microbiolégico para contagem de coliformes totais para os alimentos em geral,
porém é importante analisar a presenca deste grupo por ser indicador da qualidade
higiénicossanitaria dos alimentos (LUNDGREN et al., 2009). Neste estudo, todas as
amostras de linguica de frango frescal apresentaram coliformes totais com valores
variando entre 1,16 e 3,04 log NMP/g. A amostra 7 apresentou condi¢coes
insatisfatorias de higiene pelo elevado numero de coliformes totais (3,04 log NMP/q).

Ja para os coliformes termotolerantes a legislacéo brasileira (BRASIL, 2001)
estabelece um limite de 3,7 log NMP/g. A presenca de coliformes termotolerantes &
indicativa de contaminacado fecal e de condicbes higienicossanitarias precarias na
manipulacdo e na cadeia produtiva da linguica (ALBERTI e NAVA, 2014). As

amostras deste estudo mostraram um numero baixo de coliformes termotolerantes
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(entre 0,15e 0,55 log NMP/g.), sendo que nas amostras 7 e 8 ndo foram detectados
coliformes termotolerantes.

Resultados semelhantes a este estudo foram reportados por BEZERRA et al.
(2012), onde as 28 amostras de linguica toscana analisadas encontraram-se dentro
dos limites aceitaveis para coliformes termotolerantes. No estudo de MANTOVANI et
al. (2011), as 18 amostras de linguicas frescal analisadas também se encontraram
dentro dos limites aceitdveis para coliformes termotolerantes. Outros estudos
reportaram contagens mais elevadas de coliformes termotolerantes em amostras de
linguicas frescais. Nos resultados encontrados por MARQUES et al. (2006), das 40
amostras de linguica frescal analisadas, 14 amostras (35%) apresentaram excesso
de coliformes termotolerantes. E no estudo de MERLINNI et al. (2012), das 40
amostras de linguiga frescal analisadas, 20 amostras (50%) estavam com excesso
de coliformes termotolerantes .

A presenca de coliformes totais e termotolerantes podem ser minimizadas se
forem aplicadas as Boas Praticas de Fabricacdo, embora sua presenca também
esteja relacionada a contaminacado da carne no momento do abate, se multiplicando
na matéria prima através do aumento de superficie de contato provocado pela
moagem da carne (LUNDGREN et al., 2009; SAMULAK et al, 2011).

Neste estudo a maioria das amostras de linguica de frango analisadas (seis
amostras, 75%), estava contaminada com bactérias S. aureus. A intensa
manipulacdo da linguica desde a fabricagdo até o consumo e a qualidade da matéria
prima sdo os fatores que propiciam a contaminacdo com S. aureus (ALBERTI e
NAVA, 2014). E as amostras 2, 3 e 8 apresentaram contagens de S. aureus acima
do permitido pela legislacdo brasileira (3,7 log UFC/g). Sendo assim, das oito
amostras de linguica de frango analisadas, trés amostras (37,5%) estavam
improprias para o consumo pelo excesso de bactérias S. aureus.

Resultados similares foram reportados por MERLINNI et al. (2012), onde das
40 amostras de linguica frescal adquiridas no comércio varejista do municipio de
Umuarama, PR, 15 amostras (37,5%) estavam com excesso de S. aureus.
MARQUES et al. (2006) verificaram que 14 amostras (35%) de linguica tipo frescal
adquiridas nos municipios de Lavras e Trés Corac¢des, MG, encontravam-se
improprias para o consumo pelo excesso de bactérias S. aureus. ALBERTI e NAVA
(2014) na avaliacao de linguicas frescal no municipio de Xaxim, SC, relataram que
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50% das amostras de supermercados e 100% das artesanais apresentaram-se
contaminadas com cepas de S. aureus.

A presenca de bactérias S. aureus na linguica indica falha nas Boas Praticas
de Fabricacdo e falta de higiene do manipulador. Essa bactéria é encontrada nas
fossas nasais e na pele de pessoas saudaveis e a frequéncia de portadores é
relativamente alta (30-50%). A bactéria S. aureus € transmitida aos alimentos
principalmente pelo homem e pelas condicbes inadequadas de higiene,
possibilitando também contaminacdes cruzadas por contato com equipamentos,
utensilios e com a matéria-prima (SANTANA et al., 2010).

A amostra 2 que ja havia sido reprovada pelo excesso de bactérias S. aureus,
também apresentou Salmonella spp. Encontrar Salmonella spp. na linguica frescal €
preocupante, visto que essa bactéria entérica é responsavel por quadros frequentes
de infec¢des alimentares. Embora a Salmonella spp. presente nas amostras possa
ser inativada pelo processamento térmico do alimento, pode haver riscos de
contaminac&o cruzada de outros alimentos em contato com a mesma superficie de
preparo, bem como a recontaminagdo desse alimento, apds tratamento térmico
(ALBERTI e NAVA, 2014).

DAGUER et al. (2011) analisaram 51 amostras de linguicas frescais e cinco
amostras (9,8%) apresentaram-se contaminadas por Salmonella spp. DIAS et al.
(2008) detectaram Salmonella spp. em duas amostras de linguica suina (9,5%) e
trés de linguica de frango (13,6%). Resultados diferentes foram encontrados por
ALBERTI e NAVA (2014), MANTOVANI et al. (2011) e MARQUES et al. (2006), os
quais ndo detectaram a presenca de Salmonella spp. nas amostras de linguicas
frescais analisadas.

Por meio das analises moleculares foram confirmadas as colénias de S.
aureus, Salmonella spp. e E. coli em algumas das amostras analisadas, conforme

descrito na tabela 3.
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Tabela 3. Analises moleculares das amostras de linguica de frango frescal

Bactéria e gene amplificado na PCR

Amostras S. aureus Salmonella spp. E. coli
1 Nuc - MalB
2 Nuc invA MalB
3 Nuc - -
4 Nuc - MalB
5 - - -
6 Nuc - MalB
7 - - -
8 Nuc - -

Bactérias S. aureus foram identificadas em seis das oito amostras de
linguicas de frango analisadas. O gene Nuc codifica termonuclease de S aureus,
nessa sequéncia especifica, foi utilizado no estudo de GANDRA et al. (2011) para
diferenciar espécies enterotoxigénicas de Staphylococcus aureus de espécies nao
patogénicas como Staphylococcus hyicus e Staphylococcus intermedius.

Apesar do baixo numero de coliformes termotolerantes, bactérias E. coli
foram detectadas em quatro amostras de linguicas pela técnica de PCR. O gene
MalB ¢é especifico para a formacédo de acetaldeido e aménia a partir de etanolamina.
WANG et al. (1997) usaram o gene MalB para deteccédo de E. coli em amostras de
frutos do mar. Todos os sorotipos de E. coli testados tiveram amplificacdo para o
fragmento de DNA correspondente ao gene MalB e nao foi obtido amplificacdo de
DNA para outras Enterobacteriaceae testadas (Enterobacter spp., Samonella spp. e
Yersinia enterocolitica).

Salmonella spp. foi identificada na amostra dois de lingui¢ca de frango. O gene
invA €& amplamente utilizado em ensaios de PCR para deteccdo do género
Salmonella. Todas as cepas de Salmonella apresentam resultados positivos para o
gene invA, que codifica um componente essencial do aparato de secrecdo de
proteinas associadas a invasao celular (DE CLERCQ et al., 2007; EL-SEBAY et al,
2017).
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CONCLUSAO

Nesse estudo foi avaliada a qualidade microbiologica de linguicas de frango
do tipo frescal comercializadas em supermercados e acougues de Brasilia e
Taguatinga, Distrito Federal. Os resultados mostraram que das oito amostras
analisadas, trés delas foram reprovadas para consumo devido a contagem de S.
aureus estar acima do limite estabelecido pela legislacdo brasileira. A presenca
desta bactéria indica principalmente falta de higiene da parte do manipulador, visto
que esta bactéria € encontrada nas fossas nasais de seres humanos. Os resultados
obtidos revelam que o excesso de manipulacdo da linguica frescal reduz a sua
qualidade microbioldgica, podendo tornd-la um veiculo para transmissdo de
microrganismos patogénicos. Por ser um alimento amplamente consumido, seu
processo produtivo deveria ser mais rigoroso em relagcéo a higiene e manutencéo da
cadeia do frio, podendo com essas medidas minimizar a contaminag&do microbiana e

melhorar a qualidade final das linguicas frescais.
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ANEXO 2

T —

100pb NAL NA2 NASH NA4 INAST NAG CR 5Te ST7° ST8  &T9 ST100 §Til STi2 ST18' ST14 ST15 ST16STi7 CN

~e

Figura A. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR qualitativo para a presenca do gene nuc de S. aureus.
100pb = marcador de 100 pb; ST6 a ST17 = amostras deste estudo com amplicons de nuc (105 pb); NA1 a NA6 = controles
internos do laboratério; CP= controle positivo S. aureus ATCC 33862, CN = Controle Negativo.
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Figura B. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR qualitativo para a presencga do gene MalB de E. coli. 100pb
= marcador de 100 pb; ST2 a ST5= amostras deste estudo com amplicons de MalB (113 pb); NA8 a NA13, BR7 a BR10 e
ISA11 a ISA 13 = controles interno do laboratério, CP= Controle positivo E. coli ATCC 29213; CN = Controle Negativo.
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Figura C. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR qualitativo para a presenca do invA de Salmonella entérica
M = marcador de 100 pb; ST1 = amostra deste estudo com amplicons de invA (445 pb) AR2 a AR40 e NA7 = controles
internos do laboratério, CP= controle positivo Salmonella entérica ATCC 14028; CN = Controle Negativo.

39



ANEXO 3
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Figura D. Aspecto das bactérias mesdfilas em placas de agar padrdo para

contagem da amostra LN, em triplicata, na diluicdo 10
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