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RESUMO

Alimentos contaminados constituem um dos maiores problemas de saude publica no
mundo e provocam reducdo na produtividade econdmica. Listeria monocytogenes e
Salmonella spp sao frequentemente listadas como principais agentes etiolégicos
causadores de Doencas Transmitidas por Alimentos. A enumeracdo de coliformes a
45°C é comumente utilizada como um indicador de higiene na producdo e/ou
manipulacdo de alimentos, uma vez que a espécie Escherichia coli é considerada um
microrganismo indicador de contaminacdo fecal. O objetivo do presente trabalho foi
avaliar a qualidade microbioldgica de linguicas comercializadas nos municipios do Rio
de Janeiro (RJ) e Porto Alegre (RS). Em parceria com o programa de monitoramento do
teor de sodio (PATEN-SODIO) do Setor de Elementos Inorganicos do Departamento de
Quimica do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), foram
recebidas vinte e cinco amostras provenientes das apreensdes, sendo 23 do municipio
do Rio de Janeiro e duas do municipio de Porto Alegre, e cinco amostras foram
adquiridas em um mercado varejista do municipio do Rio de Janeiro. As andlises de
contagem de coliformes a 45°C e pesquisa de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes
foram realizadas no Setor de Alimentos do Departamento de Microbiologia do INCQS no
periodo de junho a dezembro de 2019. A metodologia seguiu as recomendacfes do
Bacteriological Analytical Manual/FDA (BAM) e da American Public Health Association
(APHA). Para interpretagéo dos resultados obtidos as amostras foram classificadas de
acordo com os critérios do anexo | da Resolucdo da Diretoria Colegiada n® 12 de 02 de
janeiro de 2001. Os resultados obtidos atenderam aos limites estabelecidos na legislacao
vigente no periodo de realizagdo das andlises. Dessa forma, todas as amostras
encontravam-se com qualidade microbiolégica satisfatéria, atendendo aos parametros

estabelecidos na legislacdo vigente.

Palavras-chave: Salmonella spp. Listeria Monocytogenes. Coliformes Termotolerantes.

Qualidade Microbioldgica.



ABSTRACT

Contaminated food is one of the biggest health problems in the world and causes a
reduction in economic productivity. Listeria monocytogenes and Salmonella spp are often
listed as the main causative agents of Foodborne Diseases. Enumeration of coliforms at
45°C is commonly used as an indicator of hygiene in food production and / or handling,
as Escherichia coli is considered a microorganism indicative of fecal contamination. The
objective of the present study was to evaluate the microbiological quality of sausages
sold in the municipalities of Rio de Janeiro (RJ) and Porto Alegre (RS). In partnership with
the sodium content monitoring program (PATEN-SODIUM) of the Inorganic Elements
Sector of the Chemistry Department of the National Institute for Quality Control in Health
(INCQS), twenty-five samples from the apprehension were received, 23 of which from the
city of Rio de Janeiro and two from the city of Porto Alegre, and five samples were
acquired in a retail market in the city of Rio de Janeiro. Enumeration of coliform at 45°C
and detection of Salmonella spp. and Listeria monocytogenes were performed at the
Food Sector of the Department of Microbiology of INCQS from June to December 2019.
The methodology followed the recommendations of the Bacteriological Analytical Manual
/ FDA and the American Public Health Association (APHA). For the interpretation of the
results obtained, the samples were classified according to the criteria in Annex | of the
Resolution of the Collegiate Board of Directors n° 12 of January 2"9, 2001. The results
obtained comply with the limits established in the current legislation. Thus, all samples
were found to have satisfactory microbiological quality, meeting the parameters

established in current legislation.

Key words: Salmonella spp. Listeria Monocytogenes. Thermotolerant Coliforms.
Microbiologycal Quality.
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1 INTRODUCAO

1.1 Segurancga de alimentos

Alimentos contaminados constituem um dos maiores problemas de saude publica
no mundo e provocam reduc&o na produtividade econémica (ORGANIZACAO MUNDIAL
DA SAUDE, 2015). Segundo o relatério de 2015 da Organizacdo Mundial de Salde
(OMS), com base em dados de 2010, ocorrem por ano cerca de 600 milhdes de casos
de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) e 420 mil mortes associadas ho mundo.
Alimentos de origem animal tém sido identificados como os principais veiculos de
transmissdo de patdgenos causadores de DTA (EUROPEAN FOOD SAFETY
AUTHORITY; EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE PREVENTION AND CONTROL,
2013).

De acordo com a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 331, de 23 de
dezembro de 2019, as DTA s&o doencas causadas pela ingestdao de alimento
contaminado por microrganismos patogénicos, toxinas ou seus metabdlitos (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2019).

Em 2017 foram reportados 5.079 surtos de DTA na Unido Europeia (UE). A
zoonose mais comumente encontrada foi a Campilobacteriose. Salmonella spp. foi o
agente etiolégico detectado com mais frequéncia, sendo a Salmonella Enteritidis o
agente causador de um em cada sete surtos. Listeria monocytogenes foi identificada em
10 surtos de DTA em 2017, afetando 39 pessoas (EUROPEAN FOOD SAFETY
AUTHORITY; EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY; EUROPEAN CENTRE FOR
DISEASE PREVENTION AND CONTROL, 2018).

No Brasil a vigilancia de surtos de DTA teve inicio em 1999. No periodo de 2000
a 2017 foram registrados 12.503 surtos (BRASIL, 2018). Foram registrados 598 surtos
em 2017. O agente etioldgico mais comum foi a Escherichia coli seguido por Salmonella
spp. (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2019).

Deve-se levar em consideracdo que muitas vezes 0s numeros de surtos
registrados s@o subestimados. Isso ocorre devido a dificuldade em estabelecer a relagéo
entre a contaminacéo de determinado alimento com o desenvolvimento de doenca, além
de muitas vezes os individuos acometidos nao procurarem atendimento médico, pois 0s
sintomas sdo brandos e autolimitantes (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2015;
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DRAEGER et al., 2018). Somado a isso, estudos ja constataram que o Sistema Nacional
de Vigilancia Epidemiolégica das Doencas Transmitidas por Alimentos do Brasil ndo
apresenta um bom nivel de notificagcbes completas, uma vez que dos 7037 casos
registrados entre 2007 e 2018, 77,32% nao estavam adequadamente completos
(DRAEGER et al., 2018).

A RDC n° 216 de 15 de setembro de 2004 define as Boas Praticas de Fabricacéo
(BPF) como procedimentos que devem ser adotados por servigcos de alimentagéo a fim
de garantir a qualidade higiénico-sanitaria e a conformidade dos alimentos com a
legislacdo sanitaria (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2004). As Boas
Praticas de Fabricacdo (BPF) sdo fundamentais para prevenir a contaminacdo dos
alimentos durante seu processamento, tanto na cadeia produtiva, como nos
estabelecimentos comercializadores.

Para que as BPF sejam implementadas de forma efetiva € preciso realizar a
capacitacdo dos manipuladores de alimentos. ApGs execucao de curso de capacitacao
em BPF, Devides, Maffei e Catanozi (2014) constataram melhora significativa no nivel
de conhecimento dos manipuladores que participaram do estudo. Boaventura et al (2017)
aplicaram guestionario antes e apos o treinamento de manipuladores e demonstraram
gue o nivel de conhecimento em determinados assuntos aumentou significativamente,
embora o resultado geral do questionario ndo tenha apresentado incremento
estatisticamente significativo.

Muitos microrganismos possuem a capacidade de formar biofilme em superficies
bidticas e abibticas. Os biofilmes sdo comunidades de bactérias, podendo ser formadas
por uma ou mais espécies, que permitem gue as mesmas sobrevivam em condi¢des
ambientais desfavoraveis (FROZI; ESPER; FRANCO, 2017). Frozi, Esper e Franco
(2017) verificaram a capacidade de formacéo de biofilme em superficie de aco inoxidavel
de cepas de E. coli, Staphylococcus aureus e Salmonella spp. isoladas de peixe cru e
unidades processadoras de pescado. O biofiime aumenta a resisténcia das células
bacterianas e reduz a eficacia do processo de sanitizacdo. Dessa forma, pode se tornar
uma fonte de contaminacgéo para os alimentos durante o processamento (FERNANDES;
KABUKI; KUAYNE, 2015).

A maioria dos microrganismos é sensivel ao calor, sendo eliminados com a correta
coccdo do alimento. A RDC n° 216 de 15 de setembro de 2004 determina que o

tratamento térmico deve assegurar que todas as partes do alimento atinjam a
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temperatura de, no minimo, 70°C. Temperaturas inferiores podem ser utilizadas desde
gue as combinacdes de tempo e temperatura sejam suficientes para garantir a qualidade
higiénico-sanitaria dos alimentos. (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2004). No entanto, se a temperatura ou tempo de coccado nao for suficiente, uma
porcentagem das bactérias presentes no alimento cru pode permanecer no alimento
cozido, representando um risco para os consumidores (LAHOU et al., 2015; ROCCATO
et al., 2015). E possivel ocorrer a contamina¢do cruzada ou recontaminagio dos
alimentos prontos para o consumo. Por exemplo, ao utilizar uma tabua para cortar e
preparar frango cru e depois utilizar a mesma tabua para cortar e preparar saladas ou
cortar o frango cozido (CHAITIEMWONG, et al., 2014; GOH et al., 2014; SCOLLON;
WANG; RYSER, 2016; WANG; RYSER, 2016; DANTAS et al., 2018).

1.2 Coliformes termotolerantes

Coliforme é um termo genérico para bactérias Gram-negativas, anaerébias
facultativas, em forma de bastonetes, capazes de fermentar a glicose, produzindo acido
e gas. Os coliformes termotolerantes sdo definidos como coliformes capazes de
fermentar a lactose com producao de gas, no periodo de 48 horas, a 45°C (FORSYTHE,
2013).

A enumeracdao de coliformes a 45°C € comumente utilizada como um indicador de
higiene na producao e/ou manipulacéo de alimentos, uma vez que a espécie Escherichia
coli é considerada um microrganismo indicador de contaminacdo fecal (FRANCO;
LANDGRAF, 2008). Além disso, cepas de E. coli podem ser patogénicas, sendo a mais
conhecida e estudada a O157:H7 por ocasionar quadro clinico mais grave. As cepas
patogénicas de E. coli sdo divididas em grupos, de acordo com 0s sintomas clinicos e
com 0s mecanismos de patogenicidade. Os grupos sdo: E. coli enterohemorragica
(EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enteroagregativa (EAggEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) (FORSYTHE, 2013).

Em 2017 foram reportados na UE, 6.073 casos confirmados de infeccéo por E.
coli produtora da toxina Shiga (STEC). O sorogrupo de STEC mais encontrado nos casos
confirmados foi O157, com 31,9% dos casos (EUROPEAN FOOD SAFETY
AUTHORITY; EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY; EUROPEAN CENTRE FOR
DISEASE PREVENTION AND CONTROL, 2018).
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1.3 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes é uma espécie representante do género Listeria. E uma
bactéria Gram-positiva que ndo forma endosporos, capaz de se multiplicar entre 0 e
42°C, podendo assim apresentar crescimento durante o armazenamento sob
refrigeracdo, diferentemente da maioria dos patdégenos alimentares. A espécie L.
monocytogenes é patogénica para humanos e animais (FORSYTHE, 2013). Com base
nos antigenos somatico e flagelar € possivel classifica-la em 13 sorotipos 1/2a, 1/2b,
1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e e trés deles (1/2a, 1/2b, 4b) sdo mais
frequentemente observados em casos de listeriose humana (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2012).

Em humanos a infeccao por Listeria sp ocorre principalmente através da ingestao
de alimentos contaminados com o microrganismo. Apresenta duas formas de infec¢ao,
invasiva e ndo invasiva (BORGES et al, 2009). A listeriose ndo invasiva se caracteriza
por ser uma infeccdo mais branda, podendo ser uma gastroenterite febril ou apresentar
sintomas semelhantes a uma gripe (CARRIQUE-MAS et al., 2003; GAHAN; HILL, 2005).
A infeccéo invasiva pode se manifestar como meningite, sepse, infec¢cdo corioamniotica
e abortamento (GEBRETSADIK et al., 2011). Individuos imunocomprometidos, tais como
idosos, gravidas, portadores de HIV e pacientes em tratamento com drogas
imunossupressoras, sdo 0s mais suscetiveis a infeccao invasiva (GOULET et al., 2012;
CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2013).

Em 2017 foram reportados 2.480 casos confirmados de listeriose humana invasiva
na UE. A taxa de mortalidade foi de 13.8% entre os 1.633 casos confirmados com
desfecho conhecido (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY; EUROPEAN FOOD
SAFETY AUTHORITY; EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE PREVENTION AND
CONTROL, 2018).

Algumas cepas de L. monocytogenes tem a capacidade de formar biofilme. Em
estudo de Laer et al. (2009) foi verificado que a matéria-prima de linguica mista néo
apresentou contamina¢ao por L. monocytogenes, porém todas as amostras de produto
final apresentavam contaminagdo por este microrganismo, indicando que a
contaminacgao ocorria durante o processamento, possivelmente devido a presenca de

biofilme na area de producéo.
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1.4 Salmonella spp

O género Salmonella é composto por apenas duas espécies: S. enterica e S.
bongori. No entanto, sdo conhecidos 2.579 sorovares distintos (GRIMONT; WEILL,
2007). Sao bactérias Gram-negativas, anaerdbias facultativas, ndo formam enddsporos
e tém forma de bastonetes. Grande parte das infecgbes humanas por Salmonella s&o
associadas a transmissao de origem alimentar a partir de carne e de produtos lacteos
(FORSYTHE, 2013). Os sintomas das enterocolites causadas por Salmonella sdo, em
geral, inespecificos, incluindo: diarreia, nausea, dor abdominal, febre e vémitos
(FRANCO; LANDGRAF, 2008). Existem cepas de Salmonella spp. multidroga
resistentes, o que dificulta o tratamento de infeccbes (LI et al., 2019; SANCHEZ-
SALAZAR et al., 2019). Ja foram descritas cepas de Salmonella spp. com capacidade
de formacdo de biofiilme em superficies de aco inoxidavel, polipropileno e vidro
(MORAES et al., 2018; MORAES et al., 2019).

Em 2017 foram reportados 91.662 casos confirmados de salmonelose humana na
UE. Salmonella spp. foi 0 agente etiologico responséavel por 1.241 surtos de DTA na UE
em 2017, representando 24,4% dos surtos registrados. (EUROPEAN FOOD SAFETY
AUTHORITY; EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY; EUROPEAN CENTRE FOR
DISEASE PREVENTION AND CONTROL, 2018).

1.5 Linguica

A definicdo de linguica dada pelo Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade
(RTIQ) de Linguigca é produto carneo industrializado, obtido de carnes de animais de
acougue, adicionados ou nao de tecidos adiposos, ingredientes, embutido em envoltorio
natural ou artificial, e submetido ao processo tecnoldgico adequado. Pode ser
classificada como produto fresco, produto seco, curado e/ou maturado, produto cozido e
outros, dependendo da tecnologia empregada na fabricacédo. (BRASIL, 2000).

O RTIQ de linguica traz as seguintes defini¢des:

- Linguica Calabresa: produto obtido exclusivamente de carnes suina, curado,

adicionado de ingredientes, devendo ter o sabor picante caracteristico da pimenta
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calabresa submetidas ou ndo ao processo de estufagem ou similar para desidratacao e
ou cozimento, sendo o processo de defumacao opcional.

- Linguica Portuguesa: produto obtido exclusivamente de carnes suina, curado,
adicionado de ingredientes, submetido a acdo do calor com defumacédo. A forma de
apresentacao consagrada do produto € a de uma "ferradura”, e com sabor acentuado de
alho.

- Linguica Toscana: produto cru e curado obtido exclusivamente de carnes suina,
adicionada de gordura suina e ingredientes.

- Paio: produto obtido de carnes suina e bovina (maximo de 20%) embutida em
tripas natural ou artificial comestivel, curado e adicionado de ingredientes, submetida a
acédo do calor com defumagéo.

Nas linguicas denominadas Tipo Calabresa, Tipo Portuguesa e Paio, que séo
submetidas ao processo de cozimento, € permitida a utilizacdo de até 20% de carne
mecanicamente separada (CMS). A CMS utilizada podera ser substituida por carne de
diferentes espécies de animais de agougue, até o limite maximo de 20%. O uso de CMS
em linguicas frescais é proibido (BRASIL, 2000).

A matéria-prima utilizada para a fabricacdo de linguica entra em contato com
varios equipamentos (moedor de carne, misturador de ingredientes, embutideira) que, se
nao forem bem higienizados e sanitizados, podem funcionar como fonte de

contaminacgao do produto (LAER et al, 2009).

1.6 Justificativa

Considerando as caracteristicas dos microrganismos estudados e sua relevancia
em saude publica nota-se a importancia do controle da qualidade microbiolégica de
alimentos.

Tendo em vista que linguicas sdo comumente consumidas em churrascos, onde
a temperatura no interior do alimento ndo alcanca os niveis considerados seguros, €
importante que o controle microbiolégico do produto seja rigido para que nao represente
um risco a saude dos consumidores.

Assim, o presente trabalho poderd contribuir como fonte de dados para a

Vigilancia Sanitaria e para estudos futuros.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Avaliar a qualidade microbiologica de linguicas comercializadas nos municipios do
Rio de Janeiro (RJ) e Porto Alegre (RS).

2.2 Objetivos especificos

- Enumerar os coliformes termotolerantes;
- Pesquisar a presenca de Salmonella spp.;
- Pesquisar a presenca de L. monocytogenes;

- Avaliar os resultados obtidos em relacéo a legislacéo vigente.
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3 METODOLOGIA

3.1 Obtencao das amostras

Em parceria com o programa de monitoramento do teor de sédio (PATEN-SODIO)
do Setor de Elementos Inorganicos do Departamento de Quimica do Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), foram recebidas vinte e cinco amostras
indicativas provenientes das apreensfes, sendo 23 do municipio do Rio de Janeiro e
duas do municipio de Porto Alegre, e cinco amostras indicativas foram adquiridas em um
mercado varejista do municipio do Rio de Janeiro.

Todas as amostras possuiam algum tipo de Servico de Inspecédo, fosse ele
Estadual (SIE) ou Federal (SIF). As amostras pertenciam a 12 marcas diferentes, sendo
uma amostra da marca A, uma amostra da marca B, uma amostra da marca C, duas
amostras da marca D, duas amostras da marca E, duas amostras da marca F, duas
amostras da marca G, duas amostras da marca H, trés amostras da marca |, quatro
amostras da marca J, cinco amostras da marca K e cinco amostras da marca L. Todas
as amostras foram de lotes diferentes. Oito amostras foram de linguicas frescais e 22
amostras foram de linguicas semidefumadas, defumadas e/ou cozidas.

Dentre os tipos de linguicas analisadas estdo: paio (2), tipo calabresa (4),
portuguesa (1), tipo portuguesa (3), toscana (4), linguica de frango (1), linguica de frango
defumada (3), linguiga de pernil com ervas finas (1), lingui¢ca mista cozida e defumada
(3), linguica de carne suina semidefumada (5), linguica de carne suina (1), linguica com

pimenta biquinho (1) e linguica tipo calabresa frescal apimentada (1).

3.2 Local e periodo de realizagdo das anélises

As andlises de contagem de coliformes a 45°C, pesquisa de Salmonella spp. e
Listeria monocytogenes foram realizadas no Setor de Alimentos do Laboratorio de
Alimentos e Saneantes do Departamento de Microbiologia do INCQS no periodo de

junho a dezembro de 2019.
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3.3 Processamento das amostras

As embalagens das amostras foram higienizadas com &lcool 70% antes de serem
abertas. A abertura das embalagens foi feita com tesoura estéril. As amostras foram
pesadas em placas de Petri estéreis, utilizando pincas e tesouras estéreis para
fracionamento das amostras. Todas as analises foram realizadas em cabine de

segurancga bacteriologica do tipo |I.

3.4 Contagem de coliformes a 45°C

A contagem de coliformes a 45°C obedeceu a metodologia de contagem em
placas proposta por Kornacki e Johnson (2001).

Para o preparo do homogenato foram pesados assepticamente,
aproximadamente, 25g de cada amostra, homogeneizados em 225mL de tampéo de
Butterfield, formulado no Setor de Meio de Cultura, obtendo-se a diluigdo 101 A
obtencéo da diluicdo 102 se deu através da transferéncia de 1mL da diluicdo 10! para
tubo de ensaio contendo 9mL de tampé&o de Butterfield.

A analise de cada amostra foi realizada semeando aliqguotas de 1 mL de cada
diluicdo, em duplicata, em placa de Petri estéril e vertendo o meio agar cristal violeta
vermelho neutro bile (VRBA), da marca Difco, para o ensaio presuntivo. O meio e 0
in6culo foram homogeneizados através de movimentos circulares no sentido horério e
anti-horario. Apds a solidificacdo do meio foram adicionados mais 5 mL do meio VRBA,
formando uma sobrecamada. As placas foram incubadas em estufa a 35 + 2 °C por 24h.
Foram utilizadas no controle desta etapa cepas da Colecdo de Bactérias de Referéncia
em Vigilancia Sanitaria de E. coli INCQS 0033 (ATCC 25922) e S. aureus INCQS 0015
(ATCC 25923). A Figura 1 ilustra as etapas da analise.
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Figura 1 - Etapas da anélise para coliformes a 45°C.
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Fonte: Adaptado do relatério de estagio supervisionado “Controle de qualidade de alimentos e agua no
laboratério de prestacdo de servigos da UTFPR”, 2014 e https://s-media-cache-
akO0.pinimg.com/736x/3b/5e/4d/3b5e4d6c72d43f66998ab4cabb37el2c.jpg.

Quando houve crescimento de col6nias caracteristicas, vermelho-violeta com
didmetro maior ou igual a 0,5mm com halo de precipitacéo de sais biliares, estas foram
selecionadas para o ensaio confirmatorio para coliformes a 45°C em tubos contendo
10mL de caldo Escherichia coli (EC), da marca Difco, que foram incubados em banho-
termostatico com sistema de circulacdo de agua a 44,5 + 0,2°C por até 48h. Para o
controle desta etapa foram utilizadas cepas da Colecao de Bactérias de Referéncia em
Vigilancia Sanitaria de E. coli INCQS 0033 (ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa
INCQS 0099 (ATCC 27853).

3.5 Pesquisa de Salmonella spp.

A pesquisa de Salmonella spp. seguiu a metodologia de enriquecimento seletivo
descrita por Andrews, Jacobson e Hammack (2011) em cinco etapas, séo elas: pré-
enriguecimento, enriguecimento seletivo, plagueamento seletivo, triagem bioquimica e
sorologia polivalente.

Para a etapa de pré-enriquecimento foram pesados assepticamente,

aproximadamente, 25g de cada amostra, homogeneizados em 225mL de caldo
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lactosado, da marca lonLab. O meio de enriguecimento com a amostra permaneceu em
temperatura ambiente por uma hora. Apds esse periodo foi verificado o pH com auxilio
de fita indicadora de pH. O ajuste de pH para 6,8 + 0,2 foi feito utilizando solucao de
hidréxido de sédio 1N e/ou acido cloridrico 1N estéril, guando necessério. Apds o ajuste
de pH foi realizada a incubacgéo a 35 £ 2°C por 24h.

A etapa de enriquecimento seletivo se deu através da semeadura de aliquotas de
0,1mL do pré-enriquecimento para tubo de ensaio contendo 10mL caldo Rappaport-
Vassiliadis (RV), da marca Merk, e 1,0mL do pré-enriquecimento para tubo de ensaio
contendo 10mL de caldo tetrationato, da marca Neogen, com posterior homogeneizacéo
em agitador tipo “vortex”. No momento de utilizagdo do caldo tetrationato, antes da
semeadura do in6culo, foram adicionados ao meio 0,1mL de solug&o de verde brilhante
a 0,1% e 0,2mL de solucao de iodo-iodeto de potassio. A incubacdo do meio RV foi feita
a 42 = 2°C por 24h e do meio tetrationato, por ser esperada baixa carga microbiana, a
35 £ 2°C por 24h.

O plagueamento seletivo foi realizado através do esgotamento de uma algada de
cada meio do enriguecimento seletivo em placas previamente envasadas de meio agar
xilose lisina desoxicolato (XLD), da marca lonLab, e agar entérico Hektoen (HK), da
marca Difco. Estas placas foram incubadas a 35 + 2°C por 24h. Colbnias caracteristicas
de Salmonella spp. no agar XLD sdo vermelhas transparentes, com ou sem centro negro
brilhoso, ou totalmente negras e brilhosas (Figura 1A). Colbnias caracteristicas de
Salmonella spp. no agar HK séo verde-azuladas ou azuis, com ou sem centro negro
brilhoso ou totalmente negras e brilhosas (Figura 1B). Na auséncia de colbnias
caracteristicas, algumas colbnias amarelas, com ou sem centro negro, foram
selecionadas para triagem bioquimica devido a possibilidade da ocorréncia de col6nias
atipicas. Foram utilizadas no controle desta etapa cepas da Colecdo de Bactérias de
Referéncia em Vigilancia Sanitaria de S. Typhimurium INCQS 150 (ATCC 14028)
(controle positivo), E. coli INCQS 0033 (ATCC 25922) (controle negativo de indicacéo),
e S. aureus INCQS 0015 (ATCC 25923) (controle negativo de selecéo).

As coldnias suspeitas foram semeadas em agar nutriente e submetidas a triagem
bioguimica e prova da urease. A triagem bioquimica foi feita em agar triplice agucar ferro
(TSI) inclinado, da marca BD, e agar lisina ferro (LIA), da marca Neogen, inclinado e a
prova da urease em agar ureia, da marca Isofar, inclinado incubados a 35 * 2°C por 24h.
No meio TSI colbnias de Salmonella spp. apresentam resultado com superficie inclinada
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alcalina (vermelha) e base acida (amarela), com ou sem producdo de H2S
(escurecimento do meio). No meio LIA colbnias de Salmonella spp. apresentam reacao
alcalina (roxo) na base e na superficie inclinada do tubo com ou sem producao de H2S
(escurecimento do meio). Na prova da urease coldnias de Salmonella spp. ndo causam
modificacdo na coloracdo do meio, pois sdo urease negativas. Proteus vulgaris € urease
positiva, alterando a cor do meio para rosa intenso. Foram utilizadas no controle desta
etapa, cepas da Colecdo de Bactérias de Referéncia em Vigilancia Sanitaria de S.
Typhimurium INCQS 150 (ATCC 14028) (controle positivo dos meios TSI e LIA e
negativo da prova da urease), E. coli INCQS 0033 (ATCC 25922) (controle negativo dos
meios TSI e LIA) e Proteus vulgaris INCQS 106 (ATCC 13315) (controle positivo da prova

da urease).

Figura 2 - Colbnias caracteristicas de Salmonella spp. em agar XLD.

Fonte: Do autor, 2019.
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Figura 3 - Coldnias caracteristicas de Salmonella spp. em agar HK.

Fonte: Do autor, 2019.

Figura 4 - Coldnias de coliformes em agar XLD (A) e em agar HK (B).

Fonte: Do autor, 2019.
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Figura 5 - Resultados esperados na triagem bioquimica e prova da urease.

A) Reacdo de colbdnias caracteristicas de Salmonella spp. em agar TSI, LIA. B) Rea¢éo de colbnias
caracteristicas de Salmonella spp. (tubo a esquerda) e P. vulgaris (tubo a direita) em agar ureia.

Fonte: A) Do autor, 2019. B) http://microbesinfo.com/2013/05/urea-hydrolysis-urease-test-christensens-
method/.

3.6 Pesquisa de Listeria monocytogenes

A pesquisa de Listeria monocytogenes foi realizada de acordo com a metodologia
de enriquecimento seletivo descrita por Ryser e Donnelly (2001).

Para o preparo do homogenato para o enriquecimento seletivo foram pesados
assepticamente, aproximadamente, 25g de cada amostra, homogeneizados em 225mL
de caldo de enriquecimento tamponado para Listeria (BLEB), formulado no Setor de Meio
de Cultura, sem os agentes seletivos. O homogenato foi incubado a 30 + 2°C por quatro
horas, em seguida foram adicionados os trés agentes seletivos, sdo eles: solucédo de
acido nalidixico a 0,5% p/v, solucéo de acriflavina a 0,5% p/v e solucao de cicloheximida
a 1% pl/v. Apos a adicdo dos agentes seletivos o meio foi incubado a 30 + 2°C até
completar 48h. Foram utilizadas no controle desta etapa, cepas da Colecéo de Bactérias
de Referéncia em Vigilancia Sanitaria de L. monocytogenes INCQS 266 (ATCC 7644) e
E. coli INCQS 0033 (ATCC 25922).

Apos a incubacgéo, o homogenato foi semeado por esgotamento em placa de agar
cromogénico para Listeria, da marca Oxoid. As placas foram incubadas a 35 + 2°C por

24 a 48h. Foram utilizadas no controle desta etapa, cepas da Colecdo de Bactérias de
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Referéncia em Vigilancia Sanitaria de L. monocytogenes INCQS 266 (ATCC 7644) e de
Enterococcus faecalis INCQS 0017 (ATCC 4083).

Quando houve crescimento de colbnias caracteristicas, verdes com ou sem halo
branco, foram selecionadas pelo menos trés delas para realizacdo dos ensaios
presuntivos para identificacdo de L. monocytogenes. As colbnias selecionadas foram
semeadas em tubo inclinado de agar tripticaseina de soja, da marca lonLab, contendo
0,6% de extrato de levedura, da marca Bacto, (TSAye) e tubo de caldo tripticaseina de
soja, da marca Merk, contendo 0,6% de extrato de levedura (TSBye).

O ensaio presuntivo € composto pela prova da catalase (Figura 7) e caracteristicas
morfotintoriais. Listeria monocytogenes produz a enzima catalase, apresentando
formacao de bolhas na presenca do peréxido de oxigénio, e sao bacilos Gram positivos
curtos, podendo apresentar forma cocoide. Para o controle desta etapa foram utilizadas
cepas da Colecdo de Bactérias de Referéncia em Vigilancia Sanitaria de L.
monocytogenes INCQS 266 (ATCC 7644) (controle positivo da prova da catalase e da
coloragdo de Gram) e de Enterococcus faecalis INCQS 0017 (ATCC 4083) (controle
negativo da prova da catalase).

Figura 6 - Resultados positivo e negativo para a prova da catalase.

ASM MicrobelLibrary ©

Fonte: REINER, 2010.

As provas confirmatérias para identificacdo de L. monocytogenes séo: prova da
utilizacdo de carboidratos, prova da mobilidade e prova de atividade hemolitica. Todas
as bactérias do género Listeria utilizam a glicose, maltose e esculina, L. monocytogenes
utiliza a ramnose e ndo utiliza o manitol e a xilose. A utilizacéo do carboidrato € verificada
pela alteracdo da coloracdo do caldo purpura de bromocresol, da marca Difco, de roxa
para amarela devido a acidificacdo do pH. Bactérias do género Listeria sdo méveis a
25°C, com mobilidade caracteristica em forma de guarda chuva (Figura 3), verificada no
meio semissoélido para motilidade (SIM) da marca BD. Quanto a atividade hemolitica,

avaliada em agar sangue da marca Isofar, L. monocytogenes apresenta reagéo fraca, L.
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ivanovii apresenta reacao forte e L. innocua ndo apresenta atividade hemolitica (Figura
8). Para controle da prova da utilizac&o dos carboidratos e de atividade hemolitica foram
usadas cepas da Colecdo de Bactérias de Referéncia em Vigilancia Sanitaria de L.
monocytogenes INCQS 266 (ATCC 7644), L. innocua 354 (ATCC 33090), e L. ivanovii
INCQS 355 (ATCC 19119). Para o controle da prova da mobilidade foram usadas cepas
de referéncia de L. monocytogenes INCQS 266 (ATCC 7644) (controle positivo) e de
Klebsiella pneumoniae subsp. Pneumoniae (CT) INCQS 147 (ATCC 13883) (controle
negativo).

Figura 7 - Perfis de atividade hemolitica.

a equivale a reagéo fraca, 3 equivale a reagéo forte e y indica a ndo reacao de hemdlise.
Fonte: BUXTON, 2005.

Figura 8 - Resultado de prova da mobilidade a 25°C com crescimento caracteristico de

L. monocytogenes.

Fonte: Do autor, 2019.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo de realizagdo das andlises a legislacdo vigente para padrées
microbiolégicos em alimentos era a RDC n° 12 (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2001). A RDC n° 331 (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2019), que revoga a RDC n° 12 de 2001, e a IN n° 60 (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2019) foram publicadas no Diario Oficial da Unido em 26 de
dezembro de 2019 e entram em vigor no prazo de 12 meses da data de publicagéo.
Portanto, os resultados obtidos foram interpretados com base nos padrdes estabelecidos
na RDC n° 12 (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2001).

Para interpretacdo dos resultados as amostras de linguicas cozidas e/ou

{1
|

defumadas foram enquadradas no subitem “” do item 5 (carnes e produtos carneos) do
Anexo | da RDC n° 12 (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2001). Os
parametros preconizados para as analises realizadas, em amostras indicativas, sao
auséncia de Salmonella spp. em 25g e 10° UFC/g para coliformes termotolerantes

(Quadro 1).

Quadro 1 - subitem “i” do item 5 (carnes e produtos carneos) do Anexo | da RDC n° 12

Tolerdncia |[Tolerdncia para Amostra

GRUPO DE para Representativa
ALIMENTOS MICRORGANISMO Amostra

INDICATIVAID |l |m il

i) produtos cameos|
cozidos ou néo,
embutidos ou  nég|
\mortadela,  salsicha, i

presunto, fiambre | Coliformes a 45°Clg 10° 5 |2 [po° 10°
morcela e  outros);
produtos a base de|
sangue e derivados,

processados
Estaf.coag.positivalg 3x10° 5 |1 [po®  |BEx10°
C. sulfito redutor a 46°C 5x10° 5 |1 [[10° 5x10°
Salmonella sp/25g Aus 5 |0 [JAus

Fonte: AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2001.

Para interpretacdo dos resultados as amostras de linguicas frescais (toscana,

linguica tipo calabresa frescal apimentada e linguica de frango) foram enquadradas no
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subitem “f” dentro do item 5 da RDC n° 12 (Quadro 2). Os padrdes definidos para as
analises realizadas, em amostras indicativas, sdo auséncia de Salmonella spp. em 25g

e 5 x 10% UFC/g para coliformes termotolerantes.

Quadro 2 - subitem “f” do item 5 (carnes e produtos carneos) do Anexo | da RDC n°® 12

Tolerancia |[Tolerancia para Amosira

GRUPO DE para Representativa
ALIMENTOS MICRORGANISMO Amostra

INDICATIVAID  |lc |m i

f) produtos carmneos|
crus, refrigerados ou
congelados
(hamburgueres,
almbndegas, quibe g i
similares); produtos alColiformes a 45°Clg Ex10° 5 |3 [Bx10° |Bx10°
base de sangue ¢
derivados "in natura®;
embutidos  frescais |
inglicas cruas g

similares)
Estaf.coag.positival/g Ex10° 5 |2 [po”  |Bx10°
IC. sulfito redutor a 46°C/g Bx10° 5 |2 |Bx10° |Bx10°
Salmonella sp/25g Aus 5 (|0 |jAus

Fonte: AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2001.

A enumeracdo dos coliformes termotolerantes é utilizada em alimentos como
forma de verificar a qualidade higiénico-sanitaria dos produtos. No presente estudo
observou-se resultado <10 UFC/g em todas as amostras. Estes resultados diferem dos
encontrados por Souza et al (2014), no qual na andlise de 20 amostras de linguicas
frescais produzidas artesanalmente e 20 amostras de linguicas frescais inspecionadas
dos municipios de Cascavel e Toledo (PR) encontraram 80% (16 amostras) das linguicas
artesanais e 25% (cinco amostras) das linguicas inspecionadas em desacordo com este
parametro da legislacdo. Cavalin et al (2018) ndo enumeraram os coliformes
termotolerantes, mas realizaram a pesquisa de E. coli, que é um representante deste
grupo, em 46 amostras de linguicas frescais do municipio de Londrina (PR) e detectaram
a presenca desta bactéria em 33 amostras (71.3%).

A Salmonella spp. é um importante patégeno causador de DTA, estando envolvido
em inumeros surtos em todo o mundo. Todas as amostras deste estudo apresentaram

auséncia deste microrganismo. Os resultados encontrados divergem dos observados por
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outros autores, como Valiatti et al (2016), ao analisarem 30 amostras de linguicas tipo
frescal do municipio de Ji-Parana (RO) encontraram 20% (6 amostras) com presenca de
Salmonella spp. em 25g. Em estudo com 46 amostras de linguicas frescais Cavalin et al
(2018) detectaram presenca de Salmonella spp. em 13 amostras (28.3%). Trimoulinard
et al. (2017) ao analisarem 203 amostras de linguicas de frango e de porco da llha da
Reuni&o (Africa) encontraram presenca de Salmonella spp. em 24 amostras (11,8%) e
observaram que linguicas de porco estavam mais contaminadas por este microrganismo
do que as de frango.

A legislacéo vigente ndo estabelece padrdao para L. monocytogenes no tipo de
produto avaliado neste estudo. No entanto, devido a sua importancia clinica considerou-
se valido verificar sua presenca nas amostras estudadas. Todas as amostras
apresentaram auséncia deste patdgeno. Resultados similares foram encontrados por
Valiatti et al. (2016) que também encontraram auséncia de L. monocytogenes nas 30
amostras de linguica tipo frescal analisadas. Resultados diferentes foram observados por
Trimoulinard et al. (2017) ao analisarem 203 amostras de linguicas de frango e de porco,
encontrando presenca de L. monocytogenes em 12 amostras (5,9%). Além disso, 0s
autores constataram que as linguicas ndo defumadas em geral encontravam-se mais
contaminadas por este patégeno do que as defumadas.

Estudos mostram que diversos condimentos podem apresentar atividade inibitéria
do crescimento microbiano. Alguns exemplos s&o: cuUrcuma, pimenta preta, pimenta
vermelha, tomilho, péprica, sabio e orégano (ZARRINGHALAM et al., 2013; AHMAD;
ABBASI; FAZAL, 2016; IRSHAD et al., 2018; SAKAI; TSUCHIDO; FURUTA, 2018). Esse
fator pode estar relacionado com os resultados encontrados no presente estudo uma vez
gue todas as amostras analisadas apresentavam condimentos em suas formulagdes.
Além disso, por serem produtos industrializados sdo pouco manipulados, estando menos
sujeitos a contaminacdo quando os procedimentos de limpeza e sanitizacdo sédo
seguidos adequadamente.

O processo de sanitizacdo dos equipamentos é uma importante etapa das BPF
na prevencao da contaminacao do alimento. Frozi, Esper e Franco (2017) avaliaram o
processo de sanitizagdo em biofilmes produzidos por cepas de E. coli, S. aureus e
Salmonella spp., em superficie de aco inoxidavel, utilizando solucdo de hipoclorito em
concentracdo de 200 ppm por 10 minutos e néo foi observado crescimento ap0s o
procedimento de sanitizacéo.
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E sabido que o processo de defumac&o tem efeitos antimicrobianos nos alimentos,
sendo usado como método de preservacdo por séculos. Com o desenvolvimento de
novas tecnologias, surgiu a fumaca liquida que é amplamente utilizada na fabricagédo de
produtos defumados na atualidade. Este método de defumacdo também tem
propriedades antimicrobianas nos alimentos, embora menos eficazes do que a
defumacéo a quente (BHUYAN et al., 2018). Estudo de Soares et al (2016) demonstrou
que a fumaca liquida teve efeito inibitério em cepas de E. coli, Salmonella Choleraesuis,
S. aureus e L. monocytogenes. As amostras de linguicas defumadas analisadas neste
estudo continham fumaca liqguida em sua composicdo. Este pode ser outro fator

determinante para os resultados encontrados.
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5 CONCLUSAO

N&do foram encontrados 0s microrganismos pesquisados nas amostras de
linguicas comercializadas nos municipios do Rio de Janeiro e Porto Alegre. Portanto,
todas as amostras encontram-se com qualidade microbioldgica satisfatoria, atendendo
aos parametros estabelecidos na legislacao vigente.

Destaca-se a importancia da realiza¢do de outros estudos, com maior nimero de
amostras, a fim de comprovar os resultados observados e verificar também se 0s novos

padrdes microbioldgicos serdo atendidos.
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