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RESUMO

O controle da temperatura do ambiente de processamento é um dos principais fatores
relacionados a producdo de alimentos seguros e com qualidade microbiol6gica. Com o
objetivo de avaliar a influéncia da temperatura ambiente durante o corte e a desossa da
carne de frangos sobre a qualidade microbioldgica dos produtos finais foram coletadas
288 amostras de carne de peito de frango sem pele, obtidas em uma sala de cortes
climatizada submetida a quatro diferentes temperaturas ambientes (12°C, 14°C, 16°C e
18°C). Para avaliagdo da contaminagdo ambiental foi realizada a contagem de micro-
organismos mesofilos aerdbios e para a avaliacdo da qualidade microbioldgica da carne
foram realizadas a contagem de Staphylococcus spp. e a pesquisa de enterotoxinas
estafilococicas. Os resultados encontrados demonstraram um aumento da contaminagao
ambiental (P=0,01) a medida que a temperatura da sala foi aumentada. Porém, nos
cortes carneos, nao foram observadas diferengas significativas (P>0,05) na contagem de
Staphylococcus spp. também ndo foi detectada a presenca de enterotoxinas
estafilococicas nas amostras analisadas. Foi concluido que, apesar da elevacdo da
contaminagdo ambiental, o aumento da temperatura ambiente da sala de cortes nédo

comprometeu a qualidade microbioldgica do produto final.

Palavras - chaves: Staphylococcus spp., enterotoxinas estafilocécicas, contaminacgdo
ambiental, temperatura ambiente, carne de peito de frango.
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ABSTRACT

The control of temperature in the processing room is one of major factor associated with
the production of safe food with a satisfactory microbiological quality. A total of 288
samples of skinless chicken breast meat were placed in a cutting room, subjected to four
different temperatures (12°C, 14°C, 16°C and 18°C) and collected with to evaluate the
influence of the room temperature on the microbiological quality during the cutting and
boning of chicken breasts. Aerobic mesophilic microorganisms were counted to
evaluate the environmental contamination. In addition, the Staphylococcus spp. were
counted, and an analysis for the presence of staphylococcal enterotoxins was performed
to determine the microbiological quality of the meat. The results showed an increase in
environmental contamination (P=0.01) with an increase in room temperature. However,
no significant differences (P>0.05) were observed in the meat cuts regarding the count
of Staphylococcus spp. Moreover, no staphylococcal enterotoxins were detected in the
samples analyzed. Thus, despite increasing the environmental contamination, the
increase in the cutting room temperature did not affect the microbiological quality of the
final product.

Keywords: Staphylococcus spp., environmental contamination, chicken breast meat,

cutting room temperature.
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1. INTRODUCAO

A avicultura brasileira tem adquirido cada vez mais espa¢o no cenario mundial e se
destacado, colocando o Brasil entre os grandes produtores e exportadores nos ultimos
anos. A producéo de carne de frango atingiu 12,3 milhdes de toneladas em 2012, o que
manteve 0 pais como terceiro maior produtor de carne de frango, ficando atras somente
dos Estados Unidos (17,5 milhdes de toneladas) e da China (13,7 milhdes de toneladas).
Do volume total de frangos produzido, 69% foram destinados ao consumo interno e
31% para exportacdes, sendo que este volume exportado colocou o pais na posicao de

maior exportador mundial de carne de aves (UBABEF, 2013).

A carne suina é a fonte de proteina animal mais consumida mundialmente, porém, o
frango tem demonstrado grande potencial para atingir o topo do consumo de carnes
dentro de alguns anos. O consumo per capita mundial de carne de frango tem
apresentado rapido crescimento e, segundo estimativas, devera ultrapassar o consumo
de carne suina antes de 2020. No Brasil, a carne de frango ja é a fonte de proteina mais
consumida, seguida pela carne bovina e em terceiro lugar pela carne suina. O consumo
de frango no pais passou dos 11,8 kg per capita em 1988 para 45 kg em 2012,
representando um aumento de 280% nos ultimos 24 anos (National Chicken Council,
2013; UBABEF, 2013).

A expressividade internacional do Brasil como exportador de alimentos de origem
animal, assim como as crescentes exigéncias do préprio mercado interno, faz com que a
cadeia produtiva se preocupe com a producdo de alimentos seguros e de qualidade. A
carne de frango é uma excelente fonte de proteinas, vitaminas do complexo B e de
minerais. E devido suas caracteristicas intrinsecas, como composi¢do quimica, elevada
atividade de agua e pH proximo da neutralidade é um 6timo meio para desenvolvimento
de micro-organismos. Portanto, cuidados durante seu processamento como o controle da
higiene e a implantacdo de programas de seguranca alimentar devem ser aplicados em
toda a cadeia produtiva, desde sua origem até a chegada a casa do consumidor (Lopes et
al., 2007).
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Desta maneira, a avaliagdo microbiologica constitui um dos parametros mais
importantes para se determinar a qualidade e a sanidade dos alimentos, assim como para
verificar se padrbes e especificacfes microbioldgicas nacionais e internacionais estéo
sendo atendidos adequadamente. As Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA) sédo
divulgadas ha muitos anos e atualmente, sdo conhecidos cerca de 250 agentes
bioldgicos causadores dessas doencas. Elas podem ser causadas por ingestdo de
alimentos ou &gua contaminados por bactérias, virus, parasitas, toxinas, prions,
agrotoxicos, produtos quimicos e metais pesados. Normalmente essas doencas levam ao
quadro de anorexia, nauseas, vomitos e/ou diarreia e, dependendo do agente etioldgico,
quadros mais severos podem ocorrer. Como causadores de DTA, ja foram identificados
as bactérias Salmonella, Staphylococcus, Shigella, Campylobacter, Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica e vibrios; os parasitas Cryptosporidium,
Cyclospora, Giardia e Toxoplasma gondii; e o0s virus Rotavirus, Adenovirus,
Calicivirus, Astrovirus, Coronavirus, Norwalk e tipo Norwalk (CVE/SES, 2002).

A carne de frango é um dos alimentos mais envolvidos em surtos de DTA. Desta forma,
torna-se necessario uma melhor avaliacdo dos micro-organismos presentes nas carcacas
disponibilizadas para consumo. A intoxicacdo estafilocdcica é a DTA com segunda
maior incidéncia no Brasil, ficando atras somente da infec¢do causada pelo género
Salmonella spp. No mundo esta doenca ocupa o terceiro lugar, sendo que em primeiro
lugar encontra-se a campilobacteriose, causada por bactérias do género Campylobacter
e em segundo a salmonelose. A intoxicacdo por Staphylococcus spp. é resultante da
ingestdio de alimentos contaminados com enterotoxinas estafilocdcicas (SE)
termoestaveis, pré-formadas, produzidas principalmente por linhagens enterotoxigénicas
de Staphylococcus coagulase positivo, sendo o Staphylococcus aureus a espécie mais
isolada em casos de surtos. Existem também relatos de Staphylococcus coagulase
negativo produtores de enterotoxinas. No Brasil, entre os anos de 2000 e 2011, este
grupo bacteriano foi responsavel por 799 casos de gastroenterites, contudo este nimero
pode ser maior, pois em outros 4.148 surtos no mesmo periodo ndo foram identificados
0s agentes etiologicos envolvidos (Freitas et al., 2004; Hennekinne et al., 2007; Ombui
e Mathenge, 2007; SVS, 2011).
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Dentro da industria de abate e processamento de frangos de corte, existem varias
normas que devem ser seguidas, a fim de minimizar a contaminacdo microbioldgica da
carcaca. Dentre elas, 0 monitoramento e manutencdo das temperaturas especificas de
cada sala de processamento sdo de fundamental importancia. A sala onde os cortes séo
produzidos é um desses ambientes o qual deve ser monitorado, mantendo a temperatura
ambiente a 12°C, de acordo com a legislacdo brasileira. Porém, o trabalho constante sob
essa temperatura, pode ser considerado uma condi¢cdo de risco aos empregados, 0 que

pode levar a empresa ao pagamento de adicional por insalubridade (Brasil, 1998).

Existe a necessidade de estudos acerca da influéncia da temperatura ambiente na
presenca e multiplicacdo de bactérias do género Staphylococcus spp. em carcacas de
frango, bem como a producdo de SE, principalmente em produtos crus. Assim, 0
objetivo do presente trabalho foi identificar e enumerar Staphylococcus spp. e verificar
a presenca de enterotoxinas produzidas por estes micro-organismos em peitos de frango

de corte produzidos em sala de processamento sob diferentes temperaturas ambiente.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Legislagdes aplicadas ao abate e a producéo de carne de frangos

No dia 10 de novembro de 1998 foi publicada a Portaria n® 210, que aprovou o
Regulamento Técnico da Inspecdo Tecnoldgica e Higiénico-Sanitaria da Carne de Aves.
Ela dispde sobre as definicbes e parametros produtivos relacionados ao processo de
abate de aves como: equipamentos, instalacGes, higienizacdo, temperaturas, rotulagem,
embalagem entre outros. A legislagdo preconiza que os estabelecimentos que realizarem
cortes e/ou desossa de aves devem possuir dependéncia propria, exclusiva e climatizada,
com temperatura ambiente ndo superior a 12°C. Ainda segundo esta mesma Portaria, a
secdo destinada a cortes e/ou desossa de carcacas deve dispor de equipamento de
mensuracdo para controle e registro da temperatura ambiente. O principio para a
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utilizacdo de baixas temperaturas € o retardamento da atividade microbiana, pois a
temperatura e a umidade do ar e da superficie da carne podem favorecer o crescimento
de micro-organismos deteriorantes e também patogénicos. Por isso é importante que se
mantenha a temperatura na sala de cortes de maneira que esta ndo afete a qualidade do
produto final (Brasil, 1998; Borges, 2002).

Paralelamente a publicacédo da Portaria n® 210 pelo MAPA, o Ministério da Saude (MS)
através da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou, em 2001, a
Resolucdo n° 12 que instituiu 0 Regulamento Técnico sobre padrdes microbioldgicos
para alimentos, incluindo carnes resfriadas ou congeladas de aves (carcagas inteiras,
fracionadas ou em cortes) (RDC n°12/2001). A RDC estabelece para carne de aves
apenas o limite méaximo permitido para coliformes termotolerantes de 1,0 x 10*
Unidades Formadoras de Coldnias por grama de alimento (UFC g™?). A contagem de
Staphylococcus é exigida somente em produtos carneos e carnes embaladas a vacuo, e 0
padrédo permitido é a contagem méaxima de 10° UFC g*, no entanto, a legislacdo se
reporta apenas a Staphylococcus coagulase positivo, sem a identificacdo da espécie
(Brasil, 2001).

2.2. Programas de Controle em industrias de frango

A Inspecdo de Produtos de Origem Animal é de competéncia do Departamento de
Inspecdo de Produtos de Origem Animal (DIPOA), subordinado a Secretaria de Defesa
Agropecuéria (SDA) do MAPA. As acdes de inspecdo sdo desenvolvidas em todo o
Brasil com respaldo na legislacdo que regula as atividades a ela relacionadas. A
coordenacdo em ambito nacional, da aplicacdo das leis, normas regulamentadas e
critérios para a garantia da qualidade e seguranca dos produtos de origem animal, sdo de
responsabilidade do DIPOA (Brasil, 1997).

O DIPOA utiliza um modelo de inspecdo sanitaria baseado no controle de processos.

Esse procedimento fundamenta-se na inspecdo continua e sistematica de todos os
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fatores que podem interferir na qualidade higiénico-sanitaria dos produtos expostos ao
consumo para a populacdo. De forma complementar as atividades rotineiras de inspecédo
e acompanhando os avangos das legislagdes no tocante as responsabilidades dos
fabricantes, este departamento do MAPA, inseriu em sua rotina de tarefas, a avaliagio
da implantacdo e da execucdo, por parte da industria inspecionada, dos chamados
Programas de Autocontrole. As modernas legislacdes dirigidas ao controle sanitario de
alimentos tratam esses programas como requisitos basicos para a garantia da inocuidade
dos produtos. Eles incluem o Programa de Procedimentos Padrdo de Higiene
Operacional (PPHO), o Programa de Anélise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
(APPCC) e, num contexto mais amplo, as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e séo
desenvolvidos, implantados, mantidos e monitorados pelos estabelecimentos, visando
assegurar a qualidade higiénico-sanitéaria de seus produtos. Além disso, sdo obrigatorios
em todas as industrias inspecionadas pelo MAPA (Brasil, 1993; Brasil, 1997; Brasil,
2002; Brasil, 2003; Brasil, 2005).

De acordo com a Portaria n°® 1428 do MS, o programa de BPF é um conjunto de normas
adotadas a fim de garantir a qualidade sanitaria e a conformidade dos produtos
produzidos com os regulamentos técnicos. Para seguir este programa de controle, as
industrias devem escrever o manual de boas praticas, um documento que descreve as
operacdes realizadas pelo estabelecimento, incluindo, no minimo, 0s requisitos
higiénico-sanitarios dos edificios, a manutencdo e higienizacdo das instalacdes, dos
equipamentos e dos utensilios, o controle da agua de abastecimento, o controle
integrado de vetores e pragas urbanas, a capacitacdo profissional, o controle da higiene
e saude dos manipuladores, 0 manejo de residuos e o controle e garantia de qualidade do

alimento preparado (Brasil, 1993).

A Portaria n® 368, do MAPA, aborda especificamente as BPF aprovando o Regulamento
Técnico sobre as condi¢des higiénico-sanitarias e de boas praticas para estabelecimentos
industrializadores de alimentos, onde sdo estabelecidos os requisitos essenciais de
higiene para alimentos destinados ao consumo humano. A Portaria n°® 326 de 1997 da

ANVISA exige, para estabelecimentos produtores/industrializadores de alimentos, o
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manual de BPF e sugere para a padronizacdo e montagem do manual a implantagcdo na
industria dos PPHO (Brasil, 1997).

Ja os PPHO sdo representados por requisitos de BPF considerados criticos na cadeia
produtiva de alimentos. Para estes procedimentos, recomenda-se a ado¢do de programas
de monitorizacdo, registros, acdes corretivas e aplicacdo constante de check-lists. Os
PPHO preconizados pelo FDA (Food and Drug Administration) constituiam a
referéncia para o controle de procedimentos de higiene, até que em 2002, a RDC n° 275
da ANVISA criou e instituiu no Brasil os Procedimentos Operacionais Padronizados
(POP) que vao um pouco além do controle da higiene, porém nao descaracterizam 0s
PPHO, que continuam sendo recomendados pelo MAPA. Os POP contemplam alguns
itens do manual de boas praticas, sendo um pouco mais abrangente que os PPHO
(Brasil, 1997; Brasil, 1998; Brasil, 2002).

O APPCC, regulamentado através da Portaria n°46 de 1998, € considerado uma
ferramenta que identifica e controla perigos quimicos, fisicos e microbioldgicos que
possam colocar a saude do consumidor em risco e se aplica a todas as linhas de
producdo. Tem como pré-requisitos as BPF e os PPHO. Este programa identifica os
perigos potenciais a seguranca do alimento desde a obtencdo das matérias-primas até o
consumo em determinadas etapas do processamento, sendo estes denominados Pontos
Criticos de Controle (PCC). Nestes PCC devem ser tomadas medidas de controle e
monitorizacdo que garantam, ao final do processo, a obtengdo de um alimento seguro e
com qualidade. O Sistema é recomendado por organismos internacionais como a
Organizacdo Mundial do Comércio (OMC), Organizacdo das NacBes Unidas para
Alimentacdo e Agricultura (FAQO), Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) e pelo
Mercado Comum do Sul (MERCOSUL), e é exigido pela Comunidade Européia (CE) e
pelos Estados Unidos (EUA) (Brasil, 1998).

O Sistema APPCC contribui para uma maior satisfacdo do consumidor, torna as
empresas mais competitivas, amplia as possibilidades de conquista de novos mercados,
nacionais e internacionais, além de propiciar a reducdo de perdas de matérias-primas,

embalagens e produto (Brasil, 1998).
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2.3. Legislaces trabalhistas na industria de abate

O ser humano, assim como os animais sdo significantemente influenciados pelas
condicGes ambientais e a temperatura ambiente € um ponto que deve merecer atengao
especial, quando se busca criar boas condicdes para o trabalho. A exposi¢cdo
ocupacional a baixas temperaturas leva o organismo humano a algumas adaptacdes
fisiologicas que interferem diretamente no seu desempenho. A sensacdo térmica, o
tremor durante a jornada de trabalho, a falta de forca e de agilidade e a dorméncia nas
maos, a gripe, outras doencas respiratorias (faringite, laringite, sinusite, bronquite), as
doencas mdusculo-esqueléticas e as lesbes nas maos constituem os fatores mais
frequentemente encontrados em trabalhadores expostos a baixas temperaturas
(Buzanello, 2003; Araujo et al., 2012).

No Brasil, existem leis trabalhistas que dispdem de mecanismos para preservar o0
trabalhador e seus direitos. A Portaria n°3.214 do Ministério do Trabalho e Emprego
(MTE) prevé adicional de insalubridade, a trabalhadores que se exponham ao frio
artificial em operagdes no interior de camara frigorifica ou locais com condicdes
similares (Brasil, 1978). O frio artificial é considerado quando os trabalhadores sédo
submetidos a temperaturas inferiores a 10°C, 12°C ou 15°C e esta variacdo €
dependente da regido climatica do pais em que a indUstria se encontra (Brasil, 1943).

A Portaria n°21 define que as regides climaticas de 10°C, 12°C ou 15°C se encontram
no mapa Brasil Climas do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). De
acordo com esta portaria, as zonas climaticas brasileiras sdo definidas de acordo com a
temperatura média anual, a média anual de meses secos e o tipo de vegetacdo natural.
Assim a primeira, segunda e terceira zonas climéaticas do mapa oficial sdo consideradas
zonas climaticas quentes, a quarta zona é considerada zona climatica subquente, e a
quinta, sexta e setima zonas como mesotérmicas (branda ou mediana). O frio artificial,
que € a sensacao termica produzida pela falta de calor causada por meios artificiais

através de refrigeracdo, é definido como aquele onde a temperatura do ambiente seja
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igual ou inferior a 10°C para quinta, sexta e sétima zona climatica do mapa oficial, 12°C
para a quarta zona climatica e 15°C para a primeira, segunda e terceira zonas climaticas
(Brasil, 1994).

De acordo com o art. 253 da Consolidacéo das Leis do Trabalho (CLT), a eliminagédo do
agente insalubre “frio” estd condicionada a existéncia concomitante de dois elementos,
o uso satisfatorio de Equipamentos de Prote¢ao Individual (EPI’s) e a concessao efetiva
de intervalos de 20 minutos a cada hora e 40 minutos de trabalho. A necessidade de
ambos os requisitos decorre do fato de o uso de EPI’s reduzir apenas a consequéncia
maléfica do frio sobre a pele do trabalhador e a concessdo dos intervalos impede a
inalacdo e exposicdo ao ar frio de forma constante, evitando assim, a reducdo da

temperatura corporal a niveis que comprometem a higidez do trabalhador (Brasil, 1978).

2.4. Contaminacdo microbioldgica de ambientes e da carne de frango

A avaliacdo microbioldgica de produtos alimenticios objetiva quantificar o grau de
contaminagdo por micro-organismos deteriorantes e a presenca de agentes patogénicos,
dando informacBes importantes quanto as condi¢Ges higiénicas e sanitarias de
processamento, armazenamento e distribuicdo para o consumo, sua vida util e risco a

salide da populacdo (Bolton et al., 2014)

Os principais micro-organismos contaminantes encontrados em carcagas de aves s@o
bactérias mesofilas (como bactérias do grupo dos coliformes, Salmonella spp.,
Campylobacter spp., Staphylococcus spp., entre outras) e psicrotréficas (géneros
Pseudomonas e Moraxella/Acinetobacter e espécies como Aeromonas sp., Shewanella
putrefacins, Lactobacillus sp. e Brochorix thermosphacta). As bactérias caracterizadas
como mesofilicas sdo aquelas que crescem a temperaturas de 20°C a 45°C. A presenca
de micro-organismos mesofilicos, grupo em que se encontram as principais bactérias
patogénicas, no alimento indicam higiene e desinfec¢do inadequadas, matéria-prima

contaminada e condicGes de tempo e temperatura deficientes durante o processamento e
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armazenagem dos alimentos. Os micro-organismos psicrotroficos sdo caracterizados por
ter sua temperatura 6tima de crescimento entre 20°C a 30°C, sendo capazes de se
multiplicar a temperaturas de 0 a 7°C. Estes estdo diretamente relacionados a qualidade
sensorial do produto e causam a deterioracdo precoce de alimentos refrigerados (Jay,
2002; Hinton Jr et al., 2004; Rodrigues, et al. 2008; FDA, 2010; Penteado, 2010;
Kozacisnski et al., 2012).

A contaminacdo por micro-organismos deteriorantes e até mesmo por alguns
patogénicos € inevitavel, pois normalmente as aves possuem em suas peles e penas
grandes quantidades de bactérias. Estas bactérias durante o processo de obtencdo da
carne poderdo contaminar as carcagas, 0 ambiente e até mesmo os manipuladores
(Hinton Jr et al., 2004).

As bactérias que contaminam a carne de frango sdo provenientes ndo sé da microbiota
inicial da pele e penas dos animais, os manipuladores podem também ser responsaveis
por transferir micro-organismos aos alimentos, de forma direta ou indireta. A
transmissdo direta se d& pela contaminacdo do alimento por bactérias presentes na
superficie corporal do trabalhador ou em secre¢des produzidas pelo mesmo, sendo que a
microbiota das méos e do vestuario externo normalmente refletem os héabitos
individuais do manipulador de alimentos. Ja a forma indireta acontece quando vetores
como moscas, baratas e ratos entram em contato com material humano (fezes, urina e
escarro), carreando micro-organismos através de suas patas para o alimento, ou mesmo
depositando nos equipamentos, utensilios, pisos, paredes e tetos de abatedouros avicolas
que, por sua vez, tornam-se contaminados. Fontes importantes de contaminagdo sdo a
cavidades nasal, a boca, a pele, e o trato gastrintestinal do homem, os quais podem ser
fonte de micro-organismos devido a préaticas higiénicas precarias (Jay, 2005; Silva Jr,
2007).

A contaminacdo da carne de frango pode ocorrer também por bactérias presentes no ar,
superficies de equipamentos de trabalho, equipamentos, utensilios, recipientes, etc. O ar

representa um fator importante na contaminacéo, pois atraves dele sdo disseminados
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aerossois e particulas contendo micro-organismos patogénicos em seu interior que ao

entrarem em contato com os alimentos os contamina (Jay, 2005).

2.4.1. Contaminacéo ambiental - Micro-organimos mésofilos aerobios

Micro-organismos mesofilos aerdbios sdo bactérias que necessitam de oxigénio para
sobreviver e que crescem em temperaturas entre 10°C a 45°C, sendo sua temperatura
6tima em torno de 30°C e 40°C. As bactérias aerdbias mesofilas sdo constituidas por
espécies de Enterobacteriaceae, Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Micrococcus
e Streptococcus. Alguns micro-organismos deste grupo sao utilizados para a verificacdo
da qualidade do alimento e do ambiente em que estes alimentos sdo produzidos, eles sdo
chamados de micro-organismos indicadores e tem grande importancia no controle da
qualidade. A contagem total de aerébios meséfilos em placas € um dos métodos mais
utilizados como indicador geral de qualidade higiénico-sanitaria dos ambientes e, é um
parametro de importancia, pois além de indicar a qualidade sanitaria, pode também
indicar se ha a possibilidade de crescimento de patdgenos, ja que a maioria das bactérias
patogénicas de origem alimentar sdo mesofilicas. Sendo assim, é essencial o controle
das condicdes higiénico-sanitarias nos locais onde os alimentos sdo manipulados, e a
avaliacdo da contaminacdo microbiologica do ar em locais de risco é considerada uma
importante acdo de prevencdo (Riedel, 1987; Jay, 2005; Franco e Landgraf, 2008;
Brandé&o, 2011).

Para avaliacdo da contaminacdo ambiental do abatedouro é preconizada a contagem
padrdo em placas de micro-organismos aerdbios ou facultativos mesofilos a 32°C-35°C,
durante 48h e psicotroficos a 7°C, durante 10 dias e ainda, a contagem padrdo de
bolores e leveduras com incubagédo a 20°C-25°C durante 3-5 dias (Silva Jr, 2007).

Haas et al. (2005) investigaram a concentragdo e composi¢do de micro-organismos na
area de pendura e na secdo de separacao da vesicula biliar em um abatedouro de aves na

Austria. A concentragdo média de bactérias mesofilicas na pendura foi de 1,1 x 10°
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UFC/m3. Ja na secdo de separacdo da vesicula biliar, a concentragdo média encontrada
foi de 4,7 x 10° UFC/m®. Estes valores sdo considerados altos, porém esperados na area

suja do abatedouro.

2.5. O género Staphylococcus

O género Staphylococcus (do grego staphyle — cacho de uvas) foi primariamente
estudado por Alexander Ogston (1844-1929) que verificou a presenca de dois tipos
distintos de micrococos (do grego Kokkos — grdo), sendo que um deles ja havia sido
identificado por Billroth em 1874, recebendo o nome de Streptococcus (arranjo em
cadeia), o outro coco identificado, foi nomeado pelo proprio Ogston como
Staphylococcus (arranjo em grupos). Posteriormente em 1884, Rosenbach (1842-1923)
isolou duas linhagens de Staphylococcus, as quais foram nomeadas de acordo com a
coloracdo de suas colbnias: Staphylococcus aureus (do latim aurum — ouro) e
Staphylococcus albus (do latim albus — branco), atualmente denominado S. epidermidis.
Além disto, o autor foi o primeiro a descrever detalhadamente o género Staphylococcus
(Ogston 1981; Ogston 1982; Rosenbach, 1884).

As bactérias do género Staphylococcus pertencem ao Filo Firmicutes, Classe Bacilli,
Ordem Bacillales e Familia Staphylococcaceae e sdo cocos esféricos, medindo de 0.5—
1.5 um de didmetro, ndo esporulados, imoveis, Gram positivo, catalase positivo e
apresentam contetdo de DNA G + C de 33-40 mol %. Possuem diversos arranjos:
isolados, em pares, tétrades, cadeias curtas (trés ou quatro células) e cacho de uva,
sendo este Gltimo o mais comum. Geralmente ndo possuem capsula ou séo limitados
quanto a sua formacdo. A maioria das espécies sdo anaerobias facultativas, exceto S.
saccharolyticus e S. aureus subsp. anaerobius, 0s quais apresentam crescimento mais
répido e abundante em condicOes aerobias. Estes Staphylococcus excepcionais também

sdo catalase negativo (Rosenbach, 1884).
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Dentre os fatores que podem afetar o crescimento estafilococico estdo: o nivel de
contaminacdo, temperatura de conservacédo, atividade de agua (Aw), concentracdo de
cloreto de sodio, outros sais e antibidticos, antioxidantes, acidez, atmosfera de
conservacao, embalagem, microbiota competitiva e o tipo de enterotoxina produzida.
Temperaturas superiores a 45°C ou inferiores a 5°C, Aw < 0,90, 3 a 20% de NaCl, pH
acima de 9,0 e abaixo de 5,0 podem controlar ou limitar o crescimento do micro-

organismo e a producdo de toxina estafilococica (Oliveira et al., 1995).

Atualmente, o género Staphylococcus possui 47 espécies e 24 subespécies, sendo que
17 delas podem ser isoladas de amostras biolégicas humanas. Estes micro-organismos
estdo amplamente distribuidos na natureza, sendo classificados como ubiquos, também
fazem parte da microbiota autctone da pele e mucosas do homem e de animais, além
de serem encontrados também em outros sitios anatdmicos. A partir dessas localizacGes,
0 micro-organismo pode contaminar o alimento direta ou indiretamente. Existem cinco
espécies a serem consideradas como potenciais patdgenos humanos: S. aureus, S.
epidermidis, S. saprophiticus, S. haemolyticus e S. hominis, entretanto os trés primeiros
séo os mais isolados (Klood et al., 1991; Koneman et al., 2001; Jay, 2005; Gotz et al.,
2006; Hennekinne et al., 2010; Euzéby, 2012).

Os micro-organismos Staphylococcus estdo divididos em dois grupos: Staphylococcus
coagulase positivo (SCP) e Staphylococcus coagulase negativo (SCN). Os SCP sdo
capazes de produzir uma enzima chamada coagulase, que é responsavel pela conversdo
do fibrinogénio do plasma sanguineo em fibrina. SCN sdo todas aquelas espécies que

ndo produzem a enzima coagulase (Madigan et al., 2004; Bannerman et al., 2007).

Menezes (2013), com o objetivo de avaliar a qualidade microbioldgica de carcacas de
frangos de corte, avaliou 240 amostras de carcacas coletadas em varios abatedouros do
Estado de Minas Gerais, e encontrou 100% de amostras positivas para Staphylococcus
spp. Destas amostras positivas, 69% apresentaram valores acima de 10° UFC g*. O
autor observou que estes altos indices de Staphylococcus spp. sdo uma fonte de
preocupacdo, uma vez que a sua presenca indica falhas no processo de producéo e

oferece chances de desenvolvimento destes micro-organismos durante a manipulacao e
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preparo do produto. Observou ainda que considerando o potencial enterotoxigénico de

algumas linhagens de Staphylococcus, o risco aumenta ainda mais.

2.5.1. Staphylococcus coagulase positivo (SCP)

As principais espécies pertencentes ao grupo SCP estdo listadas na Tab. 1. Os membros
deste grupo apresentam uma grande capacidade em contornar as condi¢Ges adversas
encontradas na corrente sanguinea do hospedeiro, como a escassa oferta de certos
nutrientes, os ataques do sistema imunologico ou medidas utilizadas para combater a
infeccdo a nivel clinico. O Staphylococcus aureus é a espécie mais versatil tanto do
grupo quanto do género. Sua composi¢do conta com um enorme aparato de diferentes
fatores de viruléncia e apoio de produtos de genes adicionais que aumentam a
capacidade de sobreviver dentro do hospedeiro vivo e fazem com que S. aureus seja
considerado um dos patégenos mais virulentos encontrados em carne de frango
(Tarkyilmaz e Kaya, 2006).

A contagem elevada de SCP nos alimentos deve ser avaliada com cautela, uma vez que
somente este dado ndo pode incriminar um produto como vetor de intoxicagdo
alimentar. As chances de multiplicacdo dos SCP podem ser limitadas em carnes cruas
pelo crescimento competitivo com outros micro-organismos mesofilicos. Porém, a alta
incidéncia destes micro-organismos nestes produtos, indica problemas de contaminacéo
cruzada tanto na obtencdo, quanto na preparacdo destes alimentos (Davies e Board,
1998; Miliotis e Bier, 2003).

Os Staphylococcus aureus sdo micro-organismos anaerébios facultativos e apresentam
temperaturas de crescimento de 7°C a 45°C, sendo a faixa 6tima entre 30 — 37°C
(Fernandes, 2009).

Penteado e Esmerino (2011), com o objetivo de avaliar as condi¢des higiénico-sanitarias
de cortes de frango resfriados comercializados em cinco pontos de venda no municipio
de Ponta Grossa — PR, analisaram 50 amostras de 10 lotes distintos no periodo de margo

a maio de 2008, para a contagem de Staphylococcus aureus. Os autores detectaram a
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presenca desse micro-organismo em 40% das amostras analisadas, com contagens

variando entre 11 e 47 UFC g, valores considerados baixos.

Tabela 1. Principais espécies de SCP, hospedeiros e patogenicidade

. Principais .
Espécie . Patogenicidade
Hospedeiros
S. arlettae Humanos e aves Patdgeno oportunista
] ) Humanos e pele de ] ) B o
S. auricularis Otites externas, infecgdes nosocomiais e comensal

S. aureus subsp.
aureus
S. delphini

S. hyicus

S. intermedius
S. lutrae
S. pseudintermedius

S. saprophyticus
S. schleiferi

animais

Bovinos e homem
Golfinhos

Suinos

Animais e raramente
humanos

Lontras

Cées, gatos e
equinos

Humanos

Cées e humanos

Intoxicacdo, artrite em aves, otite em cées, mastite em
ovelhas e vacas, lesbes de pele, sindrome do choque téxico
LesBes de pele purulentas

Dermatites em bovinos, equinos e gatos, epidermite
exudativa em suinos e cabras

Intoxicacdo, dermatites, otites, conjuntivites, pneumonias,
abcessos, mastite

Desconhecida
Desconhecida

Infecgdes urinarias em mulheres jovens

Pioderma, otites externas em caes e infec¢fes nosocomiais

Fonte: Adaptado de ABIS online enciclopedia, 2014

Muita atencdo tem sido dada ao estudo da resisténcia a antimicrobianos apresentada por
algumas linhagens de Staphylococcus. Waters et al. (2011) realizaram um estudo
caracterizando a prevaléncia, perfis de susceptibilidade a antibidticos e gendtipos de
Staphylococcus aureus em 136 amostras de carne bovina, suina, de peru e de frango,
coletadas em 26 frigorificos de 5 cidades distintas dos Estados Unidos. Do total de
amostras, 47% estavam contaminadas pelo Staphylococcus aureus, sendo que 96% dos
isolados eram resistentes a, no minimo, um antimicrobiano, sendo que micro-
organismos isolados resistentes a tetraciclina, ampicilina, penicilina e eritromicina

foram os mais frequentes.
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Rodriguez—Caturla et al. (2012) avaliaram o crescimento, sobrevivéncia e producao de
enterotoxinas de Staphylococcus aureus isolados de peitos de frango cozidos. As
amostras de peito de frango foram pré-incubadas sob condicdes distintas de temperatura
(10°C, 15°C, 37°C), pH (5,5 e 6,5) e atividade de 4gua — Aw/0,997 e 0,960, sendo
posteriormente mantidas a 10°C ou 20°C. Os resultados mostraram a capacidade de S.
aureus em sobreviver no alimento a 10°C quando previamente incubado a baixa Aw
(0,960), o que poderia constituir um risco. Em termos de crescimento a 20°C, as células
previamente incubadas a pH 5,5 e Aw 0,960 tiveram uma fase de retardo mais longa e
uma taxa de crescimento maxima mais lenta. A pré-incubacdo em condigdes ideais
(37°C; pH 6,5; Aw 0,997) resultou em uma melhor adaptacdo, possibilitando um

crescimento posterior mais rapido, tanto quando mantido a 10°C quanto mantido a 20°C.

2.5.2. Staphylococcus coagulase negativo (SCN)

Existem aproximadamente 30 espécies de SCN ja identificadas, deste total, 12 sdo
responsaveis por causar patologias em humanos (Tab.2). Os SCN foram considerados
por muito tempo bactérias ndo patogénicas, mas seu papel como patdgenos e a crescente
incidéncia destes micro-organismos tem sido reconhecidos e estudados. Este grupo de
bactérias é a maior causa de bacteremia associada a cateteres. A maioria das infeccdes é
adquirida no hospital, e estudos sugerem que estas sdo causadas geralmente por
linhagens transmitidas entre os pacientes. Outras infec¢cdes importantes relacionadas aos
micro-organismos deste grupo incluem: infecgbes do sistema nervoso central,
endocardite de valvula, infeccbes do trato urinario e endoftalmite. O tratamento
intravenoso de infecgdes sistémicas geralmente é necessario porque estas bactérias tém
se tornado cada vez mais resistentes a multiplos antibioticos. As espécies mais isoladas
em amostras clinicas sdo S. epidermidis, S. haemolyticus e S. hominis, nessa ordem.
Assim como a patogenicidade deste grupo de bactérias ndo esta totalmente explicitada
na literatura, os fatores de viruléncia destes micro-organismos ndo estdo claros
(Kleeman et al., 1993; Huebner e Goldmann, 1999).
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Tabela 2. Principais espécies de SCN, hospedeiros e patogenicidade

Espécie

Principais Hospedeiros

Patogenicidade

S. capitis subsp. capitis e

subsp. urealyticus

S. caprae

S. carnosus

S. chromogenes

S. cohnii subsp. cohnii e
subsp. urealyticus

S. condimenti

S. epidermidis

S. equorum subsp.

equorum e subsp. linens

S. felis
S. fleurettii

S. gallinarum

S. haemolyticus

S. hominis subsp. hominis

e subsp. novobiosepticus

S. kloosii

S. microti

S. muscae

S. nepalensis

Superficie externa de homens

e animais

Humanos e cabras

Desconhecido

Suinos, bovinos e aves
Humanos e primatas

Molho de soja
Humanos, animais e folhas

de tabaco

Humanos, gatos e equinos

Cées e gatos

Cabras
Aves, humanos, dragdes de

Komodo e gatos

Humanos e animais

Humanos e animais

Esquilos, marsupiais
selvagens, ovelhas, cées e
suinos

Ratazanas

Mosca doméstica (Musca
domestica) e mosca dos
estabulos (Stomoxys
calcitrans)

Cabras

Endocardites, septicemia em neonatos e
infeccBes nosocomiais

Mastite em pequenos ruminantes,
bacteremia neonatal, otites externas,
infeccOes do trato urinario e endocardites
Desconhecida

Dermatites, mastites subclinicas
Infecgdes do trato urinério, endocardites,
artrites e septicemia

Desconhecida

Infecgdes nosocomiais, mastites subclinicas
em cabras e impetigo em suinos

Inibem o crescimento de Listeria sp.,
desenvolvimento de flavor em produtos
CArneos e queijos

Infecgdes urinérias em felinos, abcessos,
dermatites e conjuntivites

Desconhecida
Septicemia

Comensais da pele, infec¢fes em
imunocomprometidos

Comensais da pele, infec¢cBes nosocomiais
em neonatos e pacientes com cateter

InfeccBes nosocomiais

Abcessos, granulomas e orquites

Infeccéo de feridas

Desordens respiratorias
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S. pasteuri Humanos e animais Vomitos
Contribuem para a maturacéo e

S. piscifermentans Peixes desenvolvimento de flavor em produtos
carneos e de peixe

Infecgdes do trato urindrio em mulheres

S. saprophyticus Animais (Bovinos) .
jovens
S. simulans Humanos e animais Osteomielites e infec¢bes em préteses
) o Comensal da pele, bacteremia, endocardites
S. warneri Humanos e animais . )
e mastites em bovinos
Dermatites, infecges do trato urinério,
S. xylosus Humanos e animais bacteremia. E utilizado como agente

fermentador em produtos l&cteos e carneos

Fonte: Adaptado de ABIS online enciclopedia, 2014

S. epidermidis, espécie mais importante dentro do grupo dos SCN, faz parte da
microbiota autdctone humana, normalmente colonizando a pele e menos comumente as
mucosas. Esta espécie é considerada uma preocupagdo especial para pessoas com
cateteres ou outros implantes cirargicos porque € capaz de formar biofilmes nesses

dispositivos (Scopel et al., 2014).

No isolamento do micro-organismo em agar sangue, S. epidermidis forma col6nias
brancas, elevadas e coesas de aproximadamente 1 a 2 mm de didmetro. Estes micro-
organismos sdo cocos resistentes, catalase positivo, coagulase negativo, anaerébio
facultativos, imdveis, Gram positivo. Testes bioguimicos indicam que essas bactérias
também realizam uma reacio fracamente positivo para o teste de redutase de nitrato. E
positivo para a producdo de urease, negativo para oxidase e pode usar glicose, sacarose
e lactose para formar produtos acidos. Sdo normalmente sensiveis a novobiocina,
caracteristica importante para diferenciacdo deste com S. saprophyticus, que também é
uma espécie coagulase negativo, porém resistente a0 mesmo antimicrobiano (Linhares
etal., 2013).

Marino et al. (2010) isolaram 321 linhagens de Staphylococcus spp. em amostras de
refeicBes quentes e frias (52 amostras), suabes de superficies de contato com o alimento

(19 amostras) e das luvas utilizadas pelos trabalhadores (23 amostras). As amostras
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foram coletadas de varios restaurantes no nordeste da Italia. Dos 321 micro-organismos
isolados, 78 (24,3%) foram identificados com o S. epidermidis, sendo que 29 foram
isolados de alimentos, 25 das mé&os dos trabalhadores e 24 isolados de superficies. Os
autores avaliaram a capacidade destas bactérias em formar biofilmes nas superficies de
contato e encontraram que quatro isolados de S. epidermidis ndo produziram biofilme,
porém, 59 possuiam habilidade fraca para producdo de biofilme, nove possuiam

habilidade moderada e seis possuiam habilidade forte.

2.5.3. Fatores de viruléncia

Os fatores de viruléncia sdo estruturas, produtos ou estratégias os quais agentes
patogénicos como bactérias, virus, fungos e protozoarios possuem, e estes permitem aos
micro-organismos a colonizacdo no hospedeiro, incluindo a adesao as células, a evasdo
ou inibicdo do sistema imune do hospedeiro, a entrada e saida das células, quando no
caso de agente intracelular e obtencdo de nutrientes a partir do hospedeiro. Os agentes
patogénicos possuem uma grande variedade de fatores de viruléncia. Alguns sdo
intrinsecos as bactérias (capsulas e endotoxinas) enquanto outros sdo transferidos de
uma bactéria a outra através de plasmideos (algumas toxinas). Staphylococcus
patogénicos podem produzir uma variedade destes fatores, porém cada linhagem
expressa geralmente apenas alguns. A expressdo dos fatores de viruléncia é dependente
da fase de crescimento da bactéria. Cada espécie de micro-organismo produz seus
fatores de viruléncia proprios que podem coincidir ou ndo. No caso dos Staphylococcus
spp. patogénicos existem fatores de viruléncia que sdo expressos apenas pelos
Staphylococcus aureus e outros que sdao comuns as espécies do género. Em relacdo aos
fatores produzidos exclusivamente pelos Staphylococcus aureus pode-se citar: a
proteina A, toxinas alfa e beta e a coagulase (Schneewind et al., 1992; Rodrigues, 2004;
Tirkyilmaz e Kaya, 2006; Huseby et al., 2007; Liang et al., 2011; Pereira et al., 2009).

Em relacdo aos fatores de viruléncia expressos pela maioria das espécies do género

Staphylococcus podem ser citados principalmente: hialuronidase, catalase, toxina gama
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e leucocidina Panton-Valine (P-V), penicilinase, acidos teicoicos, lipase, fibrolisina ou
estafilocinase, pepditeoglicanos da parede celular, toxina delta, capsula e as
enterotoxinas (Turkyilmaz e Kaya 2006; Abdelhak, 2009; De La Fuente et al., 2010;
Mesrati et al., 2010; Waters et al., 2011; Dong-Jung et al., 2012; Hu et al., 2012,
Subathra et al., 2012; Kim et al., 2013; Nakamura et al., 2013; Lattar et al., 2014).

Acreditava-se que somente os Staphylococcus aureus eram capazes de produzir
enterotoxinas, porém, trabalhos j& comprovaram que espécies como o Staphylococcus
hyicus e S. epidermites também possuem esta capacidade. As enterotoxinas séo
produzidas em alimentos durante a fase de crescimento do micro-organismo. S&o
resistentes as enzimas digestivas e ao calor, ndo sendo destruidas pelos processos de
coccdo e esterilizacdo. As enterotoxinas sdo superantigenos, capazes de induzir ativacdo
inespecifica de células T e liberacdo de citocinas, causando alteracdes histolégicas
caracteristicas no estdbmago e jejuno do hospedeiro. Estas alteracBes incluem a
infiltracdo de neutrdfilos no epitélio e na ldmina prépria subjacente, com perda das
bordas ciliadas no jejuno. Acredita-se que o estimulo de liberacdo de mediadores
inflamatorios seja responsavel pela émese, que é caracteristica da intoxicacdo alimentar

causada por Staphylococcus (Murray, 2006).

Turkyilmaz e Kaya (2006) isolaram um total de 180 cepas de Staphylococcus spp.
provenientes de mastite bovina, cdes com otite externa e galinhas com infeccdes
variadas. Os isolados foram identificados como S. aureus (29,4%), S. hyicus (16,7%), S.
intermedius (3,9%), S. chromogenes (16,1%), S. lentus (13,3%), S. epidermidis (11,1%),
S. simulans (7,8%) e S. haemolyticus (1,7%). Os pesquisadores estudaram também os
fatores de viruléncia produzidos pelos Staphylococcus isolados, com o objetivo de
determinar a relacéo entre estes fatores de viruléncia e linhagens de SCP e SCN. A taxa
de positividade para desoxirribonuclease (DNase), teste de termonuclease (TNase),
presenca da capsula, testes de formacéo de lodo e biofilme, hemolise e hemaglutinacao
por linhagens coagulase positivo foram 42,2%, 43,3%, 53,3%, 77,8%, 74,4%, 58,9%,
46,7%, e para as cepas coagulase negativo foram 54,4%, 5,6%, 13,3%, 44,4%, 36,7%,

28,9% e 41,1%, respectivamente. Os autores concluiram em seu estudo que existem
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espécies que representam um perigo potencial para humanos e animais tanto no grupo

SCP quanto no grupo SCN.

2.5.4. Enterotoxinas

As toxinas estafilococicas (SE), também chamadas enterotoxinas, sdo proteinas
nanométricas extracelulares, globulares, com peso molecular variando de 22 a 30
kilodalton (kDa), ndo glicosadas e de meia-vida longa, secretadas e acumuladas durante
a fase de crescimento das linhagens enterotoxigénicas de Staphylococcus spp.,
principalmente Staphylococcus aureus. As SE sdo sorologicamente distintas, porém
exibem semelhancas tanto nas suas multiplas atividades bioldgicas quanto em suas
sequéncias peptidicas. Dentre suas propriedades estdo a habilidade de causar emese e
gastroenterites em animais; superantigenicidade através da ativacdo inespecifica de
linfocitos T, seguido por liberacdo de citocinas e choque sistémico; resisténcia ao
aquecimento e a muitas enzimas proteoliticas como pepsina e tripsina, explicando sua
atividade no sistema digestivo. Porém, distinguem-se pela presenca de epitopos
especificos. Assim sendo, as diferentes linhagens enterotoxigénicas podem expressar SE
antigenicamente distintas com atividades biol6gicas similares (Balaban e Rasooly,
2000; Hennekinne et al., 2010; Santiliano et al., 2011).

A intoxicacdo estafilocécica é resultante da ingestdo de alimentos contaminados por SE
termoestaveis pré-formadas, produzidas por linhagens enterotoxigénicas de SCP durante
sua multiplicacdo no substrato. Existem também relatos de SCN produtores de
enterotoxinas (Freitas et al., 2004; Hennekinne et al., 2007; Ombui e Mathenge, 2007).

As SE estdo classificadas na categoria B de agentes de risco bioldgico, por resultarem
em moderada morbidade e baixa mortalidade. Porém, mudancas na temperatura, pureza,
composic¢do e do pH do meio em que estas moléculas se encontram, podem fazer com
que percam sua atividade. No entanto, mesmo quando inativadas, as toxinas ainda

estardo presente como moléculas biologicamente completas. Um estudo demonstrou
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que a atividade das SE pode ser recuperada pelo tratamento de pH elevado, por
exemplo, demonstrando que o mecanismo exato de inativacdo pelo calor e reativacdo
pelo pH ndo forem resolvidos, o tratamento térmico de alimentos que contenham SE
pode ndo ser a melhor maneira de aumentar a seguranca alimentar. A intoxicacao
estafilococica é causada pela ingestdo de alimentos contaminados por SE e €
caracterizada pela evolucao da doenca dentro de 1 a 6 horas ap0s ingestdo. Os sintomas
apresentados sdo nausea, vomito, dor abdominal e diarréia, geralmente nesta ordem
(Schwabe et al., 1990; Olivera et al., 1995; Balaban e Rasooly, 2000; Santiliano et al.,
2011).

Estas proteinas podem ser codificadas em préfagos, plasmideos ou ilhas de
patogenicidade. A possibilidade producéo de enterotoxinas depende do tipo de toxina,
linhagem e meio de cultura no qual o micro-organismo se encontra. Nem todos
Staphylococcus sdo produtores de SE, e mesmo 0s que sdo, podem produzi-las de forma
insuficiente para causar intoxicacao (Oliveira et al., 1995; Loncarevic et al., 2004;
Hennekinne et al., 2010).

Pesquisas relacionadas a intoxicacOes alimentares provocadas por Staphylococcus
isolaram, até o presente, momento 22 SE ou tipo-enterotoxinas (SEL), sendo estas: as
enterotoxinas A (SEA), B (SEB), C* (SECY), C? (SEC?), C® (SEC®), D (SED), E (SEE),
G (SEG), H (SEH), I (SEI), J (SELJ), K (SELK), L (SELL), M (SELM), N (SELN), O
(SELO), P (SELP), Q (SELQ), R (SELR), S (SES), T (SELT) e U (SELU). A divis&o da
enterotoxina estafilococica C em trés subclasses C', C?> e C® é baseada no ponto
isoelétrico de cada uma delas (Bergdoll et al., 1965; Bergdoll et al., 1971; Rosec e
Gigaud, 2002; Hennekinne et al., 2007; Ombui e Mathenge, 2007; Ono et al., 2008).

Em 75% dos surtos de intoxicacdo alimentar as linhagens isoladas sdo produtoras de
SEA e em menor niimero SEB, SEC*, SEC?, SEC® e SED. Aproximadamente 5% dos
surtos sdo causados por enterotoxinas estafilococicas desconhecidas (Bergdoll, 1983;
Hennekinne et al., 2007; Ombui e Mathenge, 2007; Ono et al., 2008).

Rajkovic et al. (2006) realizaram um estudo avaliando a técnica de PCR em tempo real
(PCR Realtime) para deteccdo e quantificacdo de enterotoxina B em alimentos. Os
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resultados revelaram o aparecimento de SEB ap06s 4 h de incubacdo a 22°C, 37°C e
42°C, sendo que as quantidades totais de SEB produzidos pelas duas linhagens testadas
foram maiores a 42°C do que a 37°C. Estes resultados demonstram a interferéncia da
temperatura no crescimento e posterior producdo de toxinas pelos Staphylococcus.

Estudos de Hennekinne et al. (2007) mostram que a dose toxica para que as SE A e H
induzam vomitos e diarréia é de apenas 40 ng. A SEA é a mais relatada nos casos de
surtos por intoxicagdo alimentar, principalmente porque a SEA juntamente com a SEB,
exibem atividade emética intensa em primatas, sendo assim de fécil identificacdo
(Ortega et al., 2010).

Um estudo de 359 surtos ocorridos no Reino Unido entre 1969 e 1990 relatou que
dentre as linhagens de S. aureus isolados nos alimentos, 79% eram produtoras de SEA.
Além disso, 0 estudo também mostrou que a carne bovina, de frango e seus derivados
foram veiculos em 75% dos incidentes. Em 56,9% dos surtos, somente a SEA foi
detectada, seguidas pelas outras toxinas SED, SEB, SEC ou SEB e SED em 15,4; 3,4;

2,5 e 1,1% dos casos, respectivamente (Argudin et al., 2010).
Em comparacéo as outras enterotoxinas, a SED é produzida em quantidades reduzidas.

Pereira et al. (1991) relataram, em seu estudo, que linhagens que produzem esta SE em
poucas quantidades, as produziam na proporcéo de nanogramas mL™ quando em meio
laboratorial, sendo esta quantidade ndo detectavel por métodos de difusdo em agar gel.
Entretanto, quando estas mesmas linhagens foram inoculadas em alimentos, foram

capazes de produzir a SE em niveis capazes de gerar doenca.

Ja a SEE tem sido pouco relatada em alimentos e carcacas de animais, e seu
envolvimento em surtos de intoxicacdo alimentar estafilococica tem sido demonstrado
em raras ocasifes. Argudin et al. (2010) citam a ocorréncia de seis surtos ocorridos na
Franca no final de 2009, causados pela ingestdo de queijo produzido com leite cru, onde
se isolou esta SE. Existem também relatos de surtos semelhantes nos EUA e Reino
Unido.
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Pereira et al. (2009) realizaram um estudo para caracterizar S. aureus quanto a producao
de enterotoxinas e presenca de genes para a producdo destas. Os micro-organismos
foram isolados de diversos produtos de origem animal (carne crua e derivados; leite e
derivados), coletados em estabelecimentos no norte de Portugal. Foram isolados no
total, 148 linhagens de SCP, sendo que 147 destes foram confirmados como
pertencentes a espécie Staphylococcus aureus e quarenta por cento destes foram
considerados enterotoxigénicos quando testados pelo método ELFA (Enzime Linked
Imunofluorescent Assay), sendo 0s micro-organismos isolados de carne crua e
derivados, em sua maioria. Em relacdo a presenca de genes para SE testados por PCR,
69% dos Staphylococcus aureus encontrados apresentavam um ou mais genes. Onze
gendtipos foram observados, destes os mais comuns foram: SEA SEG, SEA SEG SEl e
SEG SEI com 26, 23 e 25% respectivamente.

Al-Ghamdi (2012) isolou Staphylococcus a partir 20 amostras de produtos congelados
de frango processados comercializados em Al Baha, Arabia Saudita e encontrou 12
linhagens enterotoxigénicas. Os tipos de SE produzidas foram: SEA (10 cepas) e SEC
(2 cepas).

Para avaliar o comportamento de SCN quanto a capacidade de desenvolvimento e
producdo de enterotoxina estafilococica (SE), Pereira et al. (2001) inocularam, de
maneira isolada e em duplicata, leite integral “tipo longa vida” e presunto cozido com
14 linhagens teste de S. caprae (duas amostras); S. chromogenes, S. cohnii, S.
epidermidis, S. haemolyticus (duas amostras), S. hyicus, S. lentus, S. sciuri, S. xylosus
(duas amostras) e S. warneri (duas amostras). Apos 48h de incubacdo a 30°C, as
contagens realizadas foram de 10° até 10° UFC g ou mL™ do alimento. Mesmo com as
altas contagens microbianas, os autores ndo detectaram a presenca de SE em nenhuma
das amostras, evidenciando que existem poucos micro-organismos neste grupo capazes

de produzir SE.

3. MATERIAL E METODOS

38



A fase experimental de coleta das amostras foi realizada em um abatedouro comercial
de frangos, localizado na regido Centro-Oeste de Minas Gerais, e as analises
microbioldgicas foram conduzidas no Laboratério de Seguranca Microbioldgica de
Alimentos (LSMA) do Instituto Mineiro de Agropecuéaria (IMA), localizado na Central

de Abastecimento de Minas Gerais (CEASA) em Contagem - Minas Gerais.

3.1. Abatedouro

No abatedouro onde a coleta de amostras foi realizada, estdo implantados os programas
de qualidade industrial (BPF, PPHO e APPCC). Os turnos de trabalho s&o divididos em
trés: o primeiro na parte da manhd com inicio as 7:00h e término as 12:00h, o segundo
na parte da tarde que inicia as 13:00h e termina as 18:00h e, o ultimo turno, noturno,
que inicia as as 19:00h e termina as 0:00h. A sanitizacdo completa das salas é realizada
somente apds o fim do terceiro turno de trabalho, durante a madrugada. Porém, entre 0s
turnos é feita uma lavagem utilizando apenas agua quente sob pressdo. As amostras

foram coletadas no primeiro e segundo turnos de trabalho do abatedouro.

3.2. Amostras

Foram coletadas 288 amostras de carcacas inteiras de frangos de corte, sem pele, antes
da entrada na sala de corte (estas foram necessarias para garantir a homogeneidade
microbioldgica por turno das amostras antes da entrada destas na sala de cortes onde a
temperatura foi controlada) e 288 amostras de cortes de peito de frango produzidos em
uma sala de cortes com temperatura ambiente controlada. Conforme as amostras eram
coletadas, elas passavam por tinel de congelamento e posteriormente eram armazenadas
a -18°C, sendo mantidas nesta temperatura até chegada ao LSMA. As temperaturas das
carcagas coletadas antes da entrada na sala de processamento e também dos cortes de

peitos de frango foram mensuradas por meio de termémetro de (Fig.1 e 2).
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Figura 1. Carcaca apd6s o chiller Figura 2. Peito na sala de cortes

3.3. Tratamentos

Foram utilizados quatro tratamentos, sendo estes repetidos durante seis dias de trabalho,

ao longo de dois turnos (manha e tarde), onde cada turno foi considerado uma repeticéo.

Em cada turno foram coletadas seis amostras de carcaca inteira antes da entrada na sala
de corte (duas amostras foram coletadas no horério inicial do turno, duas amostras no
meio do horario e outras duas coletadas ao final do turno de trabalho) e seis amostras do
corte de peito na saida da sala de cortes (duas amostras foram coletadas no horério
inicial do turno, duas amostras no meio do horério e mais duas amostras coletadas ao
final do turno de trabalho). Foi realizado um pool de cada seis amostras de carcaca (este
foi coletado de partes aleatorias do peito sem a pele), e um pool de cada seis amostras

de cortes de peito que foram analisados em duplicata.

As coletas das carcagas, ap0s 0 gotejamento, antes da entrada na sala de cortes, foram
necessarias para avaliar a contaminacdo inicial e presenca de enterotoxinas das
amostras, além de garantir a homogeneidade destas antes de entrar na fase experimental.

Os quatro tratamentos utilizados no trabalho foram delimitados através de alteracdo

controlada da temperatura ambiente da sala de cortes/desossa (Fig.3). No primeiro
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tratamento as amostras foram coletadas com temperatura ambiente controlada de 12°C.
No segundo, o ambiente foi colocado a uma temperatura de 14°C. No terceiro

tratamento a sala de cortes/desossa encontrava-se a 16°C, e por fim, no quarto e ultimo

tratamento, coletou-se as amostras sob a temperatura de 18°C.

Figura 3. Sala de cortes/desossa

Durante todo o experimento, as temperaturas maximas e minimas da sala de cortes, nos

diferentes tratamentos, foram monitoradas e encontram-se registradas na Tab.3.

Tabela 3. Médias das temperaturas (°C) e desvios-padrdo mensuradas na sala de cortes

e desossa nos diferentes tratamentos

Tratamentos Temperatura média (°C)
12°C 12,02 £ 0,11
14°C 14,05+ 0,10
16°C 16,10 £ 0,10
18°C 18,02 £ 0,15
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O tempo que as carcacas levaram para sair do gotejamento até o final do processamento
e embalagem foi de 3 minutos e as temperaturas das carcacas e dos cortes foram

medidas ap0s o gotejamento e ao final do processamento.

3.4. Variaveis analisadas

3.4.1. Contaminagdo ambiental na sala de cortes/desossa

Para verificar a contaminacdo ambiental na sala de cortes/desossa utilizou-se a
contagem de micro-organismos mesofilos aerdbicos de acordo com a metodologia
adaptada de Marshall (1992). Foram expostas durante 15 minutos trés placas de
Petrifilm™ AC (3M™, Maplewood, Minnesota, USA) hidratadas com 1mL de solugao
salina peptonada 0,1% estéril. Cada placa foi posicionada em um ponto distinto da sala
de cortes, durante a segunda coleta de amostras de peito de frango. A exposi¢cdo de
placas foi realizada no meio de cada turno de trabalho utilizado no experimento, ou seja,
as 10:00h e as 14:30h. Apds exposicdo, as placas foram incubadas em estufa a 35°C
+1°C por 48 horas e ap0s este periodo foi realizada a contagem de colénias visiveis. O
resultado foi expresso em densidade microbiana (n° de UFC/m?%hora), que foi calculada

a partir da férmula:

Densidade microbiana = n® UFC x 60 min/15min x 10000 cm?/20 cm?.

3.4.2. Isolamento e enumeracdo de Staphylococcus coagulase positivo e coagulase

negativo

Para isolamento do micro-organismo, retiraram-se fragmentos de locais aleatorios da
amostra até constituirem 25 g + 0,2 g (Fig. 4). Foram preparadas quatro diluicGes,

utilizando-se solucdo salina peptonada 0,1% como diluente. Para a primeira diluicdo
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(10 adicionou-se 25g da amostra em 225 mL do diluente, seguido de homogeneizagdo
por 60 segundos. Para o preparo da segunda diluicdo, foram transferidos 1 mL da
diluicdo 10™ para um tubo de ensaio estéril, contendo 9 mL do mesmo diluente e assim
sucessivamente até a diluicdo de 10™. Aliquotas de 0,1 mL (retiradas de cada diluicdo, a
partir da diluicdo 102) foram semeadas em placas contendo meio de cultura Baird-
Parker (MERK®) enriquecido com emulsdo de gema de ovo em solucdo salina 0,85%
(1:1) e solucéo de telurito de potassio 1%. Apos espalhamento da aliquota, com auxilio
de alca Drigalsky, as placas de Petri foram invertidas e incubadas a 36 + 1°C por 24
horas, com posterior contagem de colénias tipicas e atipicas. A leitura foi feita a partir
de qualquer placa que apresentasse crescimento de coldnias (Fig.5). Cinco colbnias
tipicas (colénias negras brilhantes, com anel opaco, rodeadas por um halo claro,
transparente e destacado sobre a opacidade do meio) e cinco colénias atipicas (colonias
acinzentadas ou negras brilhantes, sem halo ou com apenas um dos halos) foram
selecionadas quando presentes. Na auséncia deste namero de colénias 0 maximo
possivel foi selecionado. Com o auxilio de uma alca de platina, cada uma das coldnias
foi inoculada em tubos contendo 0,3 mL de caldo BHI, separadamente para
confirmagéo. Os tubos foram incubados em estufa a 36°C +£1°C por 24 horas. Realizou-
se entdo a prova da coagulase, através da adicdo de 0,3 mL de plasma de coelho
oxalatado nos tubos previamente incubados. Estes entdo sofreram nova incubacdo em
estufa bacterioldgica a 36°C +£1°C por 6 horas e posteriormente foi feita a avaliacdo da
formacéo ou ndo de coagulo no tubo, sendo a leitura realizada da seguinte forma (Brasil,
2003):

. Reacdo negativa: Nao houve formacdo de codgulo

. Reacdo 1+: Coagulo pequeno e desorganizado

. Reacdo 2+: Coagulo pequeno e organizado

. Reacdo 3+: Coagulo grande e organizado

. Reacdo 4+: Coagulagdo de todo o conteudo do tubo, que ndo se desprende

quando o tubo é invertido.
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Figura 4. Retirada de 25g do pool para anélise Figura 5. Placa de Petri com coldnias tipicas

3.4.3. Pesquisa de enterotoxinas estafilocdcicas classicas (A, B, C*, C? C3 D e E)

As enterotoxinas foram pesquisadas através da metodologia ELFA (Enzime Linked
Fluorescent Assay). Para isto, 25g das amostras de peito de frango (retiradas de partes
aleatdrias do pool de amostra com de tesoura estéril) foram homogeneizadas com 25
mL de solucdo de extracdo (Tampédo TRIS, 0,3M, pH 8,0) em tubo Falcon de 50 mL,
durante 3 minutos para obtencdo de uma suspensdo homogénea. Em seguida as
amostras permaneceram em repouso pelo prazo de 15 a 30 minutos em temperatura
ambiente (18-25°C). Apos este periodo, foram homogeneizados em centrifuga durante
15 minutos a 3000-5000g. O sobrenadante foi transferido para outro tubo Falcon de 50
mL, sendo filtrado em gaze estéril. O pH do liquido filtrado, quando necessério, foi
ajustado para 7,5 e 8,0 com hidréxido de s6dio 1N. Foram pipetados 500 uL de liquido
filtrado que em seguida foram transferidos para uma barreta VIDAS™ SET2 para
execucdo do teste. Esta barreta é composta por 10 pocos cobertos por uma folha de

aluminio selada e etiquetada. O primeiro poco apresenta uma parte perfurada para
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facilitar a introducdo da amostra. O Gltimo pogo é uma microcubeta que permite a
leitura por fluorimetria. Os pocos intermediarios contem os diferentes reagentes
necessarios a anélise. As barretas entdo foram inseridas no equipamento VIDAS™, o
qual realizou automaticamente a leitura das enterotoxinas em 80 minutos (VIDAS™

Staph Enterotoxin — SET2, bioMeriéux - Hazelhood).

O sistema Vidas™ efetua duas leituras de fluorescéncia pelo sistema éptico para cada
analise. A primeira leitura corresponde ao branco antes do contato do substrato com o
cone. A segunda leitura é efetuada apds a incubacao do substrato com a enzima presente
no cone. O célculo do Valor de Fluorescéncia Relativo (RFV - relative fluorescence
value) € o resultado da diferenca das duas medidas. O produto do RFV das amostras
pelo RFV do calibrador resulta no valor do teste. Um resultado com um valor de teste
inferior ao valor limiar indica uma amostra que ndo contém antigenos ou que contém
uma concentracdo de antigenos inferior ao limite da deteccdo do método que

correspondera a um resultado negativo.

A fim de garantir a confiabilidade dos resultados do experimento, para todos o0s

parametros analisados utilizou-se controle positivo e negativo concomitante a analise.

3.5. Delineamento Experimental

O ensaio das analises foi conduzido no delineamento experimental inteiramente ao
acaso, sendo o corte do peito a covariavel e estimativa de modelos de regressdo para 0s
tratamentos. Foram avaliados quatro tratamentos, determinados pela temperatura
ambiente a que foi submetida a sala de cortes (12°C, 14°C, 16°C e 18°C), com 12
repetices cada. Para a avaliacdo das variaveis microbioldgicas foi realizada a
transformacdo de dados e para aqueles que apresentaram distribuicdo normal
(contaminacdo ambiental) foi utilizado o teste de Tukey, em nivel de significAncia de
5%, enquanto que para aqueles que ndo apresentaram distribuicdo normal e/ou

homocedasticidade (Staphylococcus spp.) foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis
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também em nivel de significancia de 5% (Sampaio, 2002). Os dados de temperatura das
carcacas e dos cortes de peito de frango foram avaliados utilizando o teste de Tukey, em
nivel de significancia de 5%. Os resultados da pesquisa de enterotoxinas estafilococicas
foram submetidos a anélises descritivas devido ao baixo numero de amostras positivas

observadas no experimento.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Contaminacdo das carcacas apds o gotejamento

Os resultados médios das pesquisas de SCP e SCN, para as amostras ap0s o
gotejamento estdo demonstrados na Tab.4. As analises das amostras coletadas antes da
entrada na sala de cortes, apds o gotejamento, foram realizadas para avaliar as

condic¢des microbioldgicas iniciais das carcacas.

Tabela 4. Contagem de Staphylococcus coagulase positivo (UFC g™) e Staphylococcus
coagulase negativo (UFC g™) em carcacas de frangos de corte

Tratamentos SCP SCN

12°C <1,0x10° <1,0x10°
14°C <1,0x10° <1,0x10?
16°C <1,0x10° 3,5 x10°
18°C <1,0x10° <1,0x10°

Em todas as placas de Petri onde se isolou SCP o nimero de col6nias visiveis estava
fora do intervalo de precisdo e repetibilidade da metodologia aplicada, sendo assim, o
resultado constatado foi expresso como < 1,0 x 102 UFC g™ estimado para todas as

amostras.

Em relagdo ao SCN, somente no tratamento a 16°C a contagem foi de 3,5 x 10 UFCg™,
nos demais tratamentos a contagem encontrada foi de <1,0 x 10? UFC g™ est., porém
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ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) entre os valores encontrados para as amostras

coletadas na sala do chiller apds o gotejamento.

Os resultados demonstraram que todas as carcagas utilizadas no trabalho apresentaram
condigOes de igualdade, sendo considerados ideais para a avaliagdo experimental. As
baixas contagens microbianas encontradas demonstraram que o abate estava sendo
realizado de acordo com o conjunto de operagdes preconizados pela Portaria n°210
(Brasil, 1998) e que, a qualidade do produto foi alcancada, para Staphylococcus spp. Foi
possivel verificar também que os procedimentos de controle da qualidade (BPF, PPHO
e APPCC) implantados na industria de abate proporcionaram uma forma de abordagem
sistematica no sentido de identificar, avaliar e controlar o risco, levando qualidade ao

processamento e maior confiabilidade microbioldgica aos produtos finais.

Os resultados da afericdo da temperatura das amostras coletadas apds o gotejamento

estéo registrados na Tab.5.

Tabela 5. Temperatura média das carcacas inteiras apds o gotejamento

Tratamentos Temperatura das carcacas (C)
12°C 4,39
14°C 3,99
16°C 4,92
18°C 4,62

Médias semelhantes pelo teste de Kruskal-Wallis (p> 0,05)

Quanto a temperatura das carcacas apds o gotejamento, ndo houve diferenca estatistica
entre os tratamentos. As carcacas sairam do resfriamento com temperatura média de
4,4°C, estando de acordo com a Portaria n°210, que preconiza que a temperatura das
carcacas no final do processo de pré-resfriamento deve ser igual ou inferior a 7°C
(Brasil, 1998). Os resultados em relacdo a temperatura das carcacas demonstram que as

amostras ao entrarem na fase experimento eram homogéneas.
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4.2. Contaminacao Ambiental

Os resultados das andlises da contagem de micro-organismos mesoéfilos aerdbios,
utilizados para avaliacdo da contaminagdo ambiental da sala de cortes, submetida a
diferentes temperaturas ambientais, estdo descritos na Tab.6 e sua representacdo grafica,
na Fig.6. Foi observada diferenca significativa (P<0,05) entre a densidade microbiana

encontrada e as diferentes temperaturas ambientes da sala de corte.

Tabela 6. Resultados das analises de contaminacdo ambiental da sala de cortes

submetida a diferentes temperaturas ambientais

Temperatura (°C) Densidade microbiana (UFC/m?/hora)
12°C 2,0x10%a

14°C 3,5x10%ab

16°C 5,2x10%ab

18°C 6,0x10%b

Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P = 0,01). CV = 8,0%
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Figura 6. Grafico de regressdo linear dos valores de contaminacéo ambiental em funcéo das diferentes
temperaturas ambientais utilizadas

Os resultados apresentados demonstraram que ocorreu um aumento significativo da
contagem média de micro-organismos mesofilos aerébios no ambiente a medida que a
temperatura da sala de cortes aumentou. Quando colocada a 12°C, a sala de

cortes/desossa apresentou contagem de 2,0 x 10* UFC g™, ja no tratamento de 14°C o
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resultado encontrado foi 3,5 x 10* UFC g™, estatisticamente igual ao encontrado quando
temperatura ambiente da sala estava em 16°C (5,2 x 10* UFC g™). O tratamento de
18°C apresentou contagens de 6,0 x 10* UFC g, resultado estatisticamente superior aos

demais.

Haas et al. (2005) encontraram uma variagdo média de 1,1 x 10° até 4,7 x 10° UFC/m®
na contagem de micro-organismos aerobios mesofilos, na sala da pendura dos frangos e
na area de separacdo da vesicula biliar, respectivamente. Porém, uma contaminacao
ambiental maior é esperada nestes locais quando comparados a sala de cortes, uma vez
que estas duas se¢des estudadas pelos autores fazem parte da area suja do abatedouro e

a sala de cortes/desossa faz parte da area limpa.

A avaliacdo dos valores de contaminacdo ambiental em funcdo das diferentes
temperaturas ambientes utilizadas apresentou uma tendéncia linear estatisticamente
significativa, ou seja, 0 aumento progressivo da temperatura causa 0 mesmo efeito na
contagem de micro-organismos aerobios mesofilos. Quanto maior a temperatura

ambiente, maior a contaminacdo ambiental da sala de cortes.

Apesar da diferenca significativa encontrada entre os tratamentos, foi observado um
baixo indice de contaminacdo ambiental da sala, demonstrado pelos baixos valores
encontrados de contagens de micro-organismos mesofilos aerdbios. A temperatura
ambiente 6tima de crescimento destes micro-organismos encontra-se entre 30°C a 40°C,
podendo haver crescimento em temperaturas de 20°C (Riedel, 1987). Os quatro
tratamentos térmicos ao qual a sala de cortes foi submetida encontravam-se abaixo desta

temperatura.

4.3. Temperatura das amostras de peito de frangos de corte

As temperaturas médias das amostras de peito de frango coletadas na sala de

cortes/desossa exposta a diferentes temperaturas ambiente estdo demonstradas na Tab.7.
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Tabela 7. Temperaturas médias das amostras de peitos de frangos de corte coletadas em

salas de cortes submetidas as temperaturas ambiente

Tratamentos Temperatura das carcacas ( C)
12°C 8,02a

14°C 8,52 ab

16°C 8,37 ab

18°C 9,14 b

Médias seguidas de letras distintas sdo significativamente diferentes (p< 0,05) pelo teste de Kruskal-
Wallis

Foi observada diferenca significativa (p<0,05) entre os quatro tratamentos em relacdo a
temperatura das amostras de peito de frangos de corte. Quando a sala de cortes/desossa
encontrava-se sob a temperatura controlada de 18°C a temperatura ambiente influenciou
significativamente na temperatura das amostras (9,14°C) que foi superior a temperatura
das amostras processadas na sala a 12°C (8,02°C). A legislacdo preconiza que a
temperatura das carnes manipuladas na secdo de cortes ndo pode exceder 7°C, contudo
as médias das temperaturas das amostras de peito, em todos os tratamentos,
apresentaram-se fora deste padrdo (Brasil, 1998).

Contudo, trabalhos demonstram que em temperaturas de até 15°C os S. aureus ndo
conseguem se multiplicar de forma consideravel. Malheiros et al. (2009) verificaram
que apds 24h, houve aumento significativo na contagem de S. aureus incubados a 20°C
em carne de frango, porém entre 7°C e 15°C as contagens foram insignificantes.
Segundo estes autores, mesmo quando a temperatura da carcacga estiver um pouco acima
do preconizado, ndo ha risco em relacdo a multiplicacdo de S. aureus na carne de
frango, o que leva também a diminuicdo da possibilidade de producdo de enterotoxinas,
pois para que ocorra producdo destas € necessaria uma contagem bacteriana acima de
10° UFC g™. Necidova et al. (2012) demonstraram que temperatura de refrigeracéo de
8°C impediram a multiplicacdo do S. aureus, evitando que este alcancasse a contagem
critica de 10° UFC g,
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4.4. Contaminacao por SCP e SCN

Os resultados encontrados de isolamento e contagem de SCP e SCN nas amostras de
peito de frangos de corte sem pele processados em sala de cortes submetidas a

diferentes temperaturas ambientes controladas estdo demonstrados na Tab.8.

Tabela 8. Contagem médias de SCP (UFC g™) e SCN (UFC g™) nas amostras de peitos

de frango coletadas na sala de cortes submetida a diferentes temperaturas ambiente

Tratamentos SCP SCN

12°C <1,0x10° 1,15 x 10°
14°C <1,0x 10 1,05 x 10°
16°C <1,0x 10 7,50 x 10*
18°C <1,0x 10 2,00 x 10*

Médias semelhantes pelo teste de Kruskal-Wallis (p>0,05)

Em todas as placas de Petri onde se isolou SCP o nimero de col6nias visiveis estava
fora do intervalo de precisdo e repetibilidade da metodologia aplicada, sendo assim, o
resultado encontrado foi <1,0 x 10% UFC g estimado para todas as amostras. Penteado
e Esmerino (2011) ao analisarem amostras de cortes de frango encontraram 40% das 50
amostras analisadas positivas para S. aureus, com contagens variando entre 11 e 47
UFC g™

Kuchenbecker (2009), com objetivo de avaliar a contaminacdo de carcacas de frangos
de corte por S. aureus, analisou 3.748 amostras de frangos de corte coletadas de
diversos estabelecimentos industriais pelo periodo de um ano e encontrou apenas 6,3%
de amostras positivas para este micro-organismo. Maroso (2008) estudou o efeito da
reducdo da temperatura (média de 19,5°C para média de 11,3°C) de carcacas de frango
na multiplicacdo de micro-organismos. A contagem de SCP se manteve constante, com
valores ndo superiores a 2,0 x 10 UFC g™, resultados que corroboram com os

encontrados.

Em relacdo a contaminacéo por SCN, apesar de ter sido encontrado uma contagem mais

alta, ndo foi observada diferenca significativa entre os tratamentos.
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A equacdo de regressdo da contagem de SCN em funcdo das diferentes temperaturas
ambientes utilizadas na sala de cortes de frangos estd apresentada na Tab.9 e sua

representacdo grafica na Fig.7.

Tabela 9. Equagéo de regressdo da contagem de Staphylococcus coagulase negativo da

sala de cortes em funcdo das diferentes temperaturas ambientes utilizadas

Variavel Equacao R’
SCN y =9181,25 + 485x 0,9606

Teste de Tukey, p=0,0072
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Figura 7. Gréfico de regressdo dos valores de contaminacdo ambiental em funcédo das diferentes
tratamentos
Na contagem de SCN houve um decréscimo a medida que se aumentava a temperatura

da sala de cortes. Fato este demonstrado pela equacédo de regressao.

A baixa contagem de Staphylococcus spp. deve-se ao fato de que estes micro-
organismos ndo sdo bons competidores, ou seja, sdo bactérias que ndo conseguem se
multiplicar expressivamente na presenca de bactérias concomitantes. Principalmente em
alimentos crus, onde a microbiota residente é mais abundante, como é o caso do frango
(Hirsh e Lee, 1999). Esta caracteristica pdde ser observada nos resultados do trabalho,

uma vez que houve um comportamento contrario quando comparadas as contagens de
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micro-organismos aerébios meséfilos com a contagem de SCN. Para o primeiro grupo
de bactérias, a medida que se aumentou a temperatura ambiente da sala de cortes
aumentou também a contaminagdo ambiental. J& no isolamento e contagem de SCN, na
medida em que a temperatura da sala de cortes aumentou, 0 ndmero de micro-

organismos do grupo diminuiu.

Diferente dos resultados encontrados, Menezes (2013), com o objetivo de verificar a
contaminacdo de carcacgas de frangos de corte por Staphylococcus spp., avaliou 240
amostras de carcagas de frangos de corte oriundas de varios abatedouros do Estado de
Minas Gerais, encontrou 100% de amostras foram positivas para este micro-organismo,
sendo que 69% das amostras apresentaram contagens acima de 10° UFC g™. Estes altos
indices de Staphylococcus spp. sdo preocupantes pois deve ser considerado o grande

potencial enterotoxigénico de algumas cepas.

4.5. Detecgdo de enterotoxinas estafilocécicas classicas (A, B, C!, C? D e E)

N&o foi observada a presenca de enterotoxina em nenhuma das amostras analisadas,
tanto em relacdo as amostras apds o gotejamento, quanto em relacdo as amostras de
peito da sala de cortes. Este fato pode ser explicado pela baixa contagem de SCP (S.
aureus) maior responsavel por intoxicacdes alimentares dentre as espécies do género.
Além disso, a temperatura de todas as amostras esteve abaixo de 15°C, valores

considerados baixos para multiplicacdo exponencial deste género microbiano.

Schmitt et al. (1990), estudando os limites de temperatura para crescimento e producao
de enterotoxinas em linhagens de S. aureus isolados de alimentos, encontraram uma
temperatura minima de 7°C para multiplicacdo, ap6s 7 dias de incubacéo, e 15°C para
producdo de enterotoxina, salientando que estas temperaturas podem variar de acordo
com a linhagem do micro-organismo, bem como com o tipo de enterotoxina produzida.
Corroborando com estes resultados, Necidova et al. (2012) demonstraram que as trés

linhagens do mesmo micro-organismo isoladas em seus estudos produziram SE
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exclusivamente com temperatura ambiente de 15°C. Os autores concluiram que a

producdo de enterotoxina é improvavel de ocorrer em temperaturas abaixo de 10°C.

Para producdo de SE, estas bactérias necessitam de temperatura, pH e atividade de agua
(Aw) ideais, além de nutrientes disponiveis e uma baixa competicdo com outros micro-
organismos. Valero et al. (2009) verificaram que a 8°C os S. aureus foram capazes de se
multiplicar somente quando o pH e a Aw estavam nos padrdes ideais de 6,5 e 0,99,
respectivamente. Necidova et al. (2012) encontraram valores semelhantes, concluindo
que, para producdo das SE € necesséria faixa ideal de pH entre 6 a 7 e temperaturas
acima de 8°C.

Além disso, a contagem tanto de SCP, quanto de SCN, encontraram-se
consideravelmente abaixo de 10° UFC g™, valor minimo para que o micro-organismo

seja capaz de produzir toxinas.

Pereira et al. (2001) demonstraram que mesmo com contagens entre 10° e 10° UFC g™,
SCN inoculados em leite integral “tipo longa vida” e presunto cozido, posteriormente

incubados a 30°C por 48h, ndo foram capazes de produzir enterotoxinas.

5. CONCLUSAO

Os resultados encontrados permitem concluir que ndo ha interferéncia da temperatura
ambiente da sala de processamento no crescimento do micro-organismo
Staphylococcus. As contagens de SCP e SCN foram consideradas muito baixas,
independente das temperaturas utilizadas na sala de processamento. Também ndo foi

observada a presenca de enterotoxinas produzidas por estes micro-organismos.

A contaminacgdo por Staphylococcus aureus em carcacas e cortes de frango esta mais
relacionada as condi¢fes higiénicas e sanitarias de todo processamento do alimento,
como as boas praticas de higiene dos funcionarios, assim como a boa higienizacao de
utensilios e maquinarios utilizados e do ambiente, do que a temperatura da sala de

processamento.
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