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Nos ultimos 30 anos, o habito de consumo de carne de frango por parte dos brasileiros
vem mudando, devido a queda gradual de prego, & boa qualidade e a praticidade dos produtos
oferecidos. Hoje, o consumo praticamente se equiparou com o de carne bovina, até entdo, a preferida.
Aves criadas para consumo humano podem ser hospedeiras naturais de microrganismos prejudiciais a
saude, como Campylobacter sp, Salmonella sp. e E. coli, sendo os principais causadores de
gastrenterites. Salmonella apresenta amplo espectro de hospedeiros, dentre os quais as aves e 0s suinos
sao destaque. Esse género compreende bacilos Gram-negativos ndo produtores de esporos, anaerobios
facultativos e a maioria sdo moveis (excec¢do de S. Pullorum e S. Gallinarum).

Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar as condi¢des higiénico-sanitarias de carne de
frango e diversos tipos de lingiiicas, pela determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de
coliformes fecais (CF), além da pesquisa de Salmonella.

Na técnica de tubos multiplos, 25 g foram homogeneizados com 225 ml de agua tamponada,
seguida de dilui¢des decimais seriadas. Foi inoculado 1 ml de cada dilui¢do, em uma série de trés
tubos por diluicdo, com 10ml de caldo lauril sulfato com um tubo de Durham invertido. Os tubos
foram incubados a 35°C, por 24-48 horas. Os indculos positivos apresentaram gas no tubo de Durham.
A seguir, trés algadas de cada tubo positivo foram repicadas para 5 ml de caldo E.C., para a
confirmacdo de CF, que foram incubados a 45°C, por 24 horas. A seguir, foi realizada a leitura pela
observac@o da presenca de gas no tubo de Durham invertido. O NMP de CF por grama de amostra
analisada foi calculado com a tabela de NMP.

Para o isolamento de Salmonella, 25 g foram homogeneizados com 225 ml de agua
tamponada peptonada, incubado a 35°C/24 horas. Em seguida, foi transferido 1 mL do homogeneizado
para 10 mL de caldo tetrationato com iodeto de potassio, incubado a 35°C/24 horas. Outra aliquota de
0,1 mL foi transferida para 10 mL de caldo Rapapport, incubado a 42°C/24 horas. Apos este periodo,
uma alcada de cada tubo foi semeada agar XLD (xilose-lisina-desoxicolato) e agar SS (Salmonella-
Shigella), com incubagdo a 35°C/24 horas. A seguir, as colonias caracteristicas foram submetidas ao
API 20 E (Biomerieux). Com a confirmagdo dos testes, as cepas foram testadas frente aos soros
polivalente somatico e flagelar.

Paralelamente, a partir dos caldos de enriquecimento, ocorreu a pesquisa da presenca de
Salmonella pela PCR. Para tal, 1 ml de cada caldo foi centrifugado a 10.000g/10 minutos, o
sobrenadante era desprezado e o sedimento era ressuspenso em 1 ml de PBS. Esse passo foi repetido
mais duas vezes, com tempo de centrifugacdo de 5 minutos. A seguir, o sedimento foi ressuspendido
em 200 ul de tampao de lise, incubado em banho-maria a 56°C/1 hora e a 95°C/10 minutos. Ocorreu
nova centrifugacdo a 13.000g/5 minutos ¢ o sobrenadante foi usado para a reagdo da PCR.

Para essas reagdes, o volume total foi de 25 pL, composto por 2,5 uL de PCR Buffer 10x,
0,75 uM de Cloreto de Magnésio, 200 uM de cada NTP, 1 U de Taq DNA Polimerase , 10 picomoles
de cada primer, agua ultrapura autoclavada e 3 uL da amostra de DNA. A incubagao foi realizada em
termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc.) com os parametros de um ciclo inicial a 94°C durante 5
minutos para desnaturacdo inicial, seguidos por 35 ciclos com 94°C/30s, 60°C/30s e 72°C/30s. A
temperatura de extensdo final foi de 72°C por 4 minutos. Como controle positivo, foi utilizada uma
cepa padrao de Salmonella ATCC 13076.

Segundo a Figura 1, foram analisadas 25 amostras de carne de frango, onde 14 (56%)
estavam fora dos pardmetros microbioldgicos, segundo a RDC n°12 da ANVISA (2001) (>10*
coliformes termotolerantes/g). Embora a presenca de Salmonella ndo esteja mencionada nesse
parametro, 2 (8%) entre as 25 também apresentaram o patégeno pela metodologia tradicional. Essa
presenga foi confirmada pela PCR, que também foi positiva para mais 9 (36%) amostras, num total de



11 positivas (44%) nessa metodologia (Figura 2). Na enumeragdo de coliformes termotolerantes,
CARDOSO et al. (2005) relatam somente 26% de amostras improprias para consumo entre as 35
analisadas e encontraram Salmonella em 4 (11,4%). BAU et al. (2001) e CARVALHO et al. (2005)
relatam a presenca desse patdgeno em, respectivamente, 10,5% e 20% das amostras analisadas,
numeros inferiores aos encontrados nesta pesquisa.

Figura 1: Perfil microbioldgico das amostras de frango e lingiiigas, quanto a presenca de Salmonella ¢
enumeracdo do Numero Mais Provavel de coliformes termotolerantes, segundo a RDC N° 12, 2001
(ANVISA).
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Os padrdes microbioldgicos para lingiiicas permitem até 5 x 10° de coliformes
termotolerantes/g ¢ ndo toleram a presenga de Salmonella em 25 g do alimento. Ainda pela Figura 1,
pode-se observar que, entre as 40 amostras de lingiiicas, 19 (47,5%) estavam fora dos limites
permitidos, com 3 amostras positivas para Salmonella, pela metodologia tradicional. Entretanto, se
considerarmos a pesquisa por PCR, o nimero de amostras positivas aumenta para 20 e assim, 90% das
lingliicas estavam improprias para o consumo.

SALVATORI et al. (2003) relatam somente 7% de lingiiicas frescais fora dos parametros
permitidos para coliformes termotolerantes e auséncia de Salmonella nas 14 amostras. Embora o
presente trabalho tenha encontrado positividade para Salmonella em 50% das amostras, deve ser
ressaltado que esse resultado foi obtido pelo uso da PCR. Se considerarmos somente a metodologia
tradicional, também utilizada por SALVATORI et al. (2003), esse nimero cai para 3, correspondente a
7,5%, valor semelhante ao obtido pelos citados autores. LOGUERCIO et al. (2002), usando
metodologia tradicional, encontraram o patogeno em 11,8% das amostras de lingiiicas coletadas no
comércio varejista de Pelotas e Santa Maria, RS. Outros estudos, porém, apresentam altas taxas de
prevaléncia, tais como FUZIHARA & FRANCO (1993), com 33% de amostras contaminadas
provenientes de Santo André, SP, e REIS et al. (1995), que detectaram Salmonella em 35,3% das
amostras de lingliica frescal pesquisadas em Cuiaba, MT, taxas proximas as detectadas no presente
estudo.



Figura 2: Resultado nas analises de PCR, frente as amostras de
frango e lingiiicas, quanto a pesquisa de Salmonella
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Pogo 1: Peso molecular (50pb); poco 2: Salmonella Choleraesuis
ATCC 13076; pocos 3, 4, 5, 7 e 8: amostras positivas; pogos 6 ¢ 9:
amostras negativas; pogo 10: controle negativo.

Pelos resultados obtidos nesse trabalho, pode-se concluir que esses alimentos representam
perigo a satde dos consumidores, uma vez que Salmonella foi isolada em 44% e 50% das amostras de
frango e lingiiicas, respectivamente. Em relacdo as metodologias utilizadas, a de PCR se mostrou mais
sensivel do que a tradicional.
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