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RESUMO

As linguicas frescais estdo entre os embutidos carneos mais consumidos pela
populacdo brasileira devido ao preco acessivel. Esse estudo avaliou a qualidade
microbioldgica de linguigas de frango frescais comercializadas no Distrito Federal. As
analises realizadas foram: contagem total de bactérias mesofilas e psicrotroéficas,
determinacdo de coliformes totais e coliformes termotolerantes, contagem de
Staphylococcus aureus e pesquisa de Salmonella spp. Os resultados mostraram que
das 8 amostras de linguica de frango analisadas, 7 amostras (87,5%) estavam
improprias para o consumo de acordo com a legislacdo brasileira, apresentando
elevada contagem de microrganismos mesofilos (> 6,0 log UFC/g) e 3 amostras
(37,5%) também estavam contaminadas com Salmonella spp. As bactérias
Salmonella spp. foram geneticamente confirmadas por meio da detec¢cdo de gene
invA por PCR. Assim, 0 uso de matérias primas contaminadas, a falta de higiene
durante o processamento e 0 armazenamento inadequado da linguica frescal
compromete a sua qualidade e pode trazer risco a saude do consumidor, pois a
presenca de bactérias patogénicas pode levar ao desenvolvimento de doencas de

origem alimentar.

Palavras-chave: Linguica de frango. Contaminacado de alimentos. Salmonella.



ABSTRACT

Fresh sausages are one of the meat products most consumed by the Brazilian
population due to their affordable price. This study evaluated the microbiological
quality of fresh chicken sausages marketed in the Federal District. The analyzes
performed were: total count of mesophilic and psychrotrophic bacteria, determination
of total coliforms and thermotolerant coliforms, count of Staphylococcus aureus and
research of Salmonella spp. The results showed that of the 8 samples of chicken
sausage analyzed, 7 samples (87.5%) were unfit for consumption according to
Brazilian legislation, showing a high count of mesophilic microorganisms (> 6.0 log
CFU / g) and 3 samples (37.5%) were contaminated with Salmonella spp. The
bacteria Salmonella spp. was genetically confirmed by detection of the Inva gene by
PCR. Thus, the use of contaminated raw materials, the lack of hygiene during
processing and the inadequate storage of fresh sausages compromise their quality
and may pose a risk to consumer health, as the presence of pathogenic bacteria can

lead to food-borne diseases.

Keywords: Chicken sausage. Food contamination. Salmonella.
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1 INTRODUCAO

As linguicas frescais, também conhecidas como linguicas do tipo frescal,
estdo entre os produtos embutidos mais consumidos pela populagdo brasileira
devido ao preco acessivel. As matérias-primas mais utilizadas na producdo dessas
linguicas sdo as carnes de porco e de frango (ALBERTI e NAVA, 2014;
NASCIMENTO et al., 2012, SOUZA et al., 2014).

As linguicas séo obtidas a partir de carnes de animais, adicionadas ou ndo de
ingredientes e tecido adiposo, sendo envolvida em um envoltério natural ou artificial,
submetida a um método de preparacdo adequado, onde se podem classifica-las
como frescas, curadas, secas, cozidas e ou maturadas (BRASIL, 2000).

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

As provaveis fontes de contaminacdo microbiolégica da linguica frescal
compreendem as carnes, 0s envoltérios, os condimentos, a manipulacdo, as
maquinas, os utensilios, bem como a agua utilizada em todas as operacbes de
limpeza e manutencdo (MANTOVANI et al., 2011; MERLINNI et al., 2012).

A qualidade final da linguica frescal também é dependente das temperaturas
usadas para manter a cadeia de frio. Varios estadgios dessa cadeia, como transporte
e salas de estocagem representam pontos criticos para 0s produtores. Existem
ainda etapas que estédo fora do controle do produtor, como a distribuicdo final dos
produtos. Varejistas nem sempre conseguem manter adequada a cadeia de frio, 0
gue acarreta um aumento dos riscos microbiolégicos para produtos carneos
(GEORGES et al., 2014).

O aumento da producéo e da frequéncia de consumo de linguica frescal, faz
com que surja uma preocupacdo em relacdo a seguranca alimentar, visto que estes
embutidos podem ser veiculadores de doencgas, gerando um risco a saude da
populacdo (MERLINNI et al., 2012; SAMULAK et al., 2011).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Culinéria brasileira e o consumo de lingui¢a do tipo frescal

As linguicas frescas, também conhecidas como linguicas do tipo frescal, sdo
populares no Brasil e destacam-se pelo sabor peculiar, preco acessivel e questbes
culturais, como o habito da populacéo brasileira em consumir alimentos embutidos,
tais como salsicha, salame, mortadela, presunto e as variacdes de linguica. Esse
produto carneo € uns dos mais consumidos no Brasil, principalmente devido ao
avanco tecnolégico, o qual tem garantido o desenvolvimento de diversos tipos de
linguica, com diferenciacéo de formas, tamanhos, sabores, valor cal6rico e prego de
mercado (SILVA et al., 2016). No Brasil, os embutidos crus, como a linguica do tipo
frescal, sdo elaborados a partir da carne de suinos, bovinos e aves, e verifica-se
bastante variacdo no produto, envolvendo aspectos referentes as caracteristicas

sensoriais, a composicao centesimal e ao valor nutritivo (OLIVEIRA et al., 2005).

2.2 Qualidade microbioldgica das linguicas do tipo frescal

A linguica frescal € um produto que ndo sofre processamento térmico e
apresenta alta umidade, e por isso tem curto prazo de validade comercial e sua
gualidade microbioldgica depende de baixos niveis de contamina¢do microbiana na
matéria-prima empregada na sua producdo. A elaboracdo desse embutido requer
varias etapas de manipulacdo, 0 que aumentam as possibilidades de
contaminagdo por microrganismos patogénicos ou deterioradores, podendo
comprometer a seguranca microbiolégica do produto, caso ocorram falhas higiénicas
durante o processamento (CORREIA, 2008; SILVA, et al., 2016).

As provaveis fontes de contaminacgéo para linguicas compreendem as carnes,
0s envoltérios, os temperos ou condimentos, a manipulacdo, as maquinas, 0S
utensilios, bem como a &gua utilizada em todas as operacdes de limpeza e
manutencdo. Pela maneira em que é produzida e comercializada, a linguica frescal
pode apresentar altos riscos de contaminacdo por agentes microbianos,
principalmente pelo envolvimento dos manipuladores que realizam o processo de

industrializacado, facilitando a entrada de agentes contaminantes, além do uso de
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equipamentos e utensilios que devem ser higienizados para evitar possiveis
contaminacgdes. Essas condi¢cbes desfavoraveis de processamento de carnes sao
vetores para a proliferacdo exponencial de microrganismos nesses alimentos,
levando a deterioracéo precoce do produto (CORREIA, 2008; SILVA, et al., 2016).

Dessa forma, a avaliacdo da qualidade desses alimentos pode ser feita pelos
caracteres organolépticos, como aparéncia, sabor, consisténcia e odor, e pela
enumeracdo de microrganismos indicadores de condi¢cdes sanitarias dos alimentos.
Nesse tipo de alimento, destaca-se a contaminacao por coliformes totais, um grupo
de bactérias gram-negativas pertencentes a familia Enterobacteriaceae que
fermentam a lactose, produzindo acido e gas a 35/37°C (FRANCO e LANDGRAF,
2005). A contaminacao da linguica frescal por coliformes totais pode ser minimizada
com a aplicacdo correta de Boas Praticas de Higiene. No entanto, a contaminacao
pode também estar relacionada a carne previamente contaminada. No momento do
abate, pode haver um extravasamento do conteudo intestinal do animal, que leva a
contaminacdo da carcaca que servird de matéria-prima para derivados carneos. A
carcaca contaminada, ao ser moida para a producdo de embutidos, tem sua
multiplicacéo estimulada pelo aumento da superficie de contato (SILVA et al., 2016).

A enumeracdo de coliformes termotolerantes nos alimentos fornece
informacgdes sobre as condi¢des higiénicas do produto e melhor indicacdo eventual
da presenca de enteropatdgenos. Dentre as espécies que compdem os coliformes
termotolerantes, a Escherichia coli € a mais importante, pois seu habitat é o intestino
do homem e animais, se tornando um indicador de contaminacéo fecal. Coliformes
termotolerantes sdo um grupo de bactérias gram-negativas, também pertencentes a
familia Enterobacteriaceae, que fermentam a lactose, produzindo &cido e gas a 44-
45°C (FRANCO e LANDGRAF, 2005).

Outra importante bactéria a ser analisada é Staphylococcus aureus, e sua
contagem em alimentos pode ser feita com dois objetivos diferentes: um relacionado
a saude publica, para confirmar o envolvimento em surtos de intoxicacdo alimentar,
e outro relacionado ao controle da qualidade higiénico-sanitaria dos processos de
producdo de alimentos, condicdo em que o S. aureus serve como indicador de
contaminagdo pos-processo ou das condicbes de sanitizagdo das superficies
destinadas ao contato com alimento (FORSYTHE, 2005; FRANCO e LANDGRAF,
2005).



16

O género de bactérias Staphylococcus se caracteriza na microscopia por
células esféricas, gram-positivas, e que geralmente se dispdem em cachos
irregulares, semelhantes a cachos de uva. Crescem rapidamente em diversos meios
de cultura, fermentam carboidratos e suas colGnias apresentam coloragéo que varia
de branco a amarelo intenso. Alguns sdo membros da microbiota da pele e das
mucosas de humanos, outras provocam infec¢des biogénicas como formacdo de
abscessos e até mesmo septicemia fatal (CASSETTARI et al., 2005; FRANCO e
LANDGRAF, 2005).

A bactéria S. aureus patogénica hemolisa o sangue, coagula o plasma e
produz uma série de enzimas e toxinas extracelulares. O mecanismo de
patogenicidade de S. aureus € caracterizado por uma intoxicacdo alimentar causada
por toxinas produzidas quando o nimero de células atinge 106 UFC por grama de
alimento. Na maioria dos casos, 0s sintomas de nauseas e vomitos aparecem entre
2 a 4 horas apo6s a ingestdo do alimento contaminado. Em geral, alimentos que
requerem muita manipulacdo durante o preparo e que, apés, ndo sdo mantidos
refrigerados, apresentam maior risco de causar intoxicacdo estafilocOcica
(CASSETTARI et al., 2005; FORSYTHE, 2005; FRANCO e LANDGRAF, 2005).

As bactérias do género Salmonella habitam o trato intestinal dos animais,
especialmente nas aves e nos suinos, podendo estar presentes também nos
alimentos, no meio ambiente e em seres humanos, e apresentam potencial
patogénico para humanos e para muitas espécies de animais (IGLESIAS, 2010). A
Salmonella € uma das bactérias qgue mais causam infeccées de origem alimentar em
seres humanos, sendo que sua transmissao ocorre por meio da via fecal-oral, e a
contaminagao de carnes e derivados pode ocorrer por meio de animais portadores
ou de profissionais infectados, associados as falhas nas praticas higiénicossanitarias
(FORSYTHE, 2005).

A contaminacgdo microbiana em niveis elevados dos alimentos pode ocasionar
doencas transmitidas por alimentos (DTA). Essas doencas sdo causadas pela
ingestdo de alimentos contaminados por um agente infeccioso especifico, ou pela
toxina por ele produzida, por meio da transmissédo desse agente, ou de seu produto
toxico (FRANCO e LANDGRAF, 2005).
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2.3 Legislacao brasileira e limites microbioldgicos para linguicado tipo frescal

A Normativa n.° 4, de 31 de marco de 2000 exige o cumprimento do Padréo
de Qualidade e Identidade para a linguica frescal. Sdo estabelecidos parametros
fisico-quimicos voltados ao teor méximo de umidade (70%) e gordura (30%), e 0s
teores de proteina devem ser apresentados na forma de valor minimo (12%). Cabe a
indUstria seguir os padrdes de higiene e qualidade, em condi¢cdes previstas pela
legislacdo especifica (BRASIL, 2000).

Para avaliar as condi¢des higiénicossanitarias das linguicas frescais, a
legislacdo brasileira estabelece a pesquisa dos seguintes microrganismos e 0s
limites maximos permitidos: Salmonella Esteritidis e Salmonella Typhimurium
(auséncia/25g), Escherichia coli (1 x 102 NMP/g) e aerdbios mesdfilos (1 x 10°
UFC/g) (BRASIL, 2019).

2.4 Uso da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) na identificacdo deespécies

de bactérias patogénicas

A técnica de PCR vem sendo utilizada para a deteccdo de diversos
microrganismos. Desenvolvida primeiramente por Kary B. Mullis em 1985, esta
técnica permite obter milhdes de cépias de um segmento especifico de DNA por
meio da acdo da enzima Taq DNA polimerase e de oligonucleotideos iniciadores
(primers) sobre um DNA molde. E realizada em um equipamento automatizado e
computadorizado, denominado termociclador, que promove a alternancia de
temperaturas por determinados periodos, possibilitando a ocorréncia de ciclos
repetitivos de desnaturacéo e sintese do DNA (GANDRA et al., 2008).

O diagnostico molecular via PCR representa reducdo de tempo de analise,
aumento da confiabilidade e da especificidade e € de facil aprendizagem. A rapidez
na identificacdo do agente etioldgico por meio da deteccdo do seu material genético,
em comparagao aos métodos bacteriologicos convencionais, faz com que a técnica
de PCR se torne uma alternativa pratica aos laboratérios de diagnostico, uma vez
que este método elimina o tempo de incubacgéo, isolamento e testes bioquimicos em

microrganismos de crescimento fastidioso, com poucas caracteristicas bioquimicas
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para identificacdo, como € o0 caso das bactérias do género Campylobacter
(TEODORO et al., 2006).

A analise por PCR diminui o tempo de identificacdo e deteccdo de bactérias
como a Salmonella, de dias para poucas horas, auxiliando as analises de rotina de
laboratorios clinicos e industriais, facilitando também a deteccéo de organismos nao
adaptados ao cultivo convencional. Por ser uma técnica altamente especifica, a PCR
pode ser realizada utilizando o DNA cromossomal ou mesmo o DNA plasmidial,
assim, sendo possivel tracar o perfil genético de um organismo a partir de genes
conhecidos e Unicos para a espécie. A PCR ndo é vulneravel a reacfes atipicas
e ndo depende de variacdes fenotipicas, evitando, assim, resultados falso-negativos
fornecidos pela técnica microbiologica (DOUBLET et al., 2008).

Um dos fatores limitantes para a deteccao de agentes microbianos por meio da
PCR em amostras de alimentos, clinicas e ambientais, é a presenca de substancias
as quais inibem ou reduzem a eficiéncia da amplificacdo, como sais biliares nas
fezes, o grupo heme no sangue, substancias himicas no solo, proteinases no leite e
ureia na urina. Por este motivo diferentes técnicas sdo empregadas para diminuir a
inibicdo da PCR e/ou para separar as bactérias dos inibidores da PCR. Alguns
fatores que podem inibir a eficiéncia da PCR podem ser reduzidos por meio da
extracdo do DNA total da bactéria, apresentando assim resultados satisfatorios na
analise de amostras com varios interferentes (SAMBROOK; RUSSELL, 2006).
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3 JUSTIFICATIVA

As linguicas do tipo frescal destacam-se pela grande aceitagdo do consumidor
brasileiro de todos os setores da sociedade e, além disso, apresentam baixo valor
comercial, sendo um produto acessivel, podendo ser encontrado em Varios
segmentos do mercado varejista. A falta de qualidade das carnes utilizadas na
fabricacdo da linguica frescal artesanal ou industrial, assim como a falta de rigor
higiénico-sanitario em industrias e acougues, podem contribuir para ma qualidade
microbiolégica desse produto. As analises microbiolégicas das amostras de linguicas
de frango do tipo frescal coletadas na cidade de Brasilia e regido poderdo determinar
se esses alimentos estdo sendo comercializados com segurancga alimentar para o

consumidor.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade microbiolégica de
linguicas de frango do tipo frescal comercializadas em supermercados do Distrito
Federal.

4.2 Objetivos especificos

e Realizar as andlises bacteriolégicas: contagem total dos microrganismos
mesofilos e psicrotréficos, determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de
coliformes totais e de coliformes termotolerantes, contagem de

Staphylococcus aureus e pesquisa de Salmonella spp.

e Realizar genotipagem por meio da técnica de PCR para confirmacao
de Salmonella spp.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Coleta, preparo das amostras e andlises microbiolégicas

Para as analises microbioldgicas, foram coletadas oito amostras de linguicas
de frango do tipo frescal de diferentes marcas comerciais, dentro do prazo de
validade e expostas ao consumo nos balcGes refrigerados, em trés diferentes
supermercados do Distrito Federal no periodo de dezembro de 2020. Todas as
amostras foram analisadas em trés repeticdes, ou seja, foram retiradas trés
aliquotas de cada embalagem. Para o preparo das amostras, foram pesadas 25
g em 225 mL de agua peptonada 0,1% (p/v). O material foi homogeneizado, obtendo-
se desta forma a primeira diluicdo (10-Y). A partir da primeira diluicdo obtiveram-se as
demais diluigcées decimais (até 104).

Para a contagem total de bactérias mesodfilas e psicrotroficas, as diluicdes de
cada amostra foram semeadas, pelo método de espalhamento em superficie, em
placas de Petri contendo o meio de cultivo Agar Padrdo para Contagem. As placas
foram incubadas a 37°C por 24 h para bactérias mesdfilas e a 7°C + 1°C por 7 dias
para bactérias psicrotroficas. Para a determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP)
de coliformes totais e de coliformes termotolerantes, as amostras foram analisadas
conforme a técnica de tubos mudltiplos, iniciando-se com o teste presuntivo, que
consiste na inoculagdo de cada diluicdo das amostras em caldo Lauril Sulfato
Triptose. Os tubos foram incubados a 37°C por 24 h. A positividade do teste
caracterizou-se pela turvacdo do caldo com a producdo de gas nos tubos de
Durham. Aliquotas dos tubos positivos no teste presuntivo foram inoculadas,
simultaneamente, em tubos de ensaio contendo caldo verde brilhante bile lactose a
2% (para a confirmacdo de coliformes totais) e caldo Escherichia coli (para a
confirmacéo de coliformes termotolerantes). Os tubos contendo caldo verde brilhante
foram incubados em estufa bacteriol6gica a 37°C por 24 h, e o0s tubos contendo
caldo Escherichia coli em banho-maria a 45°C por 24 h. Para a contagem de S.
aureus, cada uma das diluicbes das amostras foi semeada, pelo método de
espalhamento em superficie, em placas de Petri contendo o meio de cultivo Agar Sal
Manitol. As placas foram incubadas a 37°C por 48 h. As colonias isoladas suspeitas

de S. aureus foram reisoladas em tubos de Agar Sal Manitol e identificadas por meio
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da coloracdo de Gram. Os resultados obtidos das analises acima foram expressos
em média de log UFC/g (bactérias mesofilas, bactérias psicotroficas e S. Aureus) ou
meédia de log NMP/g (coliformes totais e coliformes termotolerantes).

Para a pesquisa de Salmonella spp., a diluicdo 10! das amostras foi incubada
a 37°C por 24 h. Ap6s a incubacéo, aliquotas do caldo de enriquecimento foram
transferidas para tubos contendo 10 mL de caldo selenito cistina. As amostras foram
homogeneizadas e incubadas a 37°C por 24 h. ApGs a incubacao, aliquotas de cada
tubo foram semeadas, pela técnica de semeadura por esgotamento, em placas de
Petri contendo o meio de cultivo Agar Salmonella Shigella (SS). As placas foram
incubadas a 37°C por 24 h. As coldnias suspeitas de Salmonella spp. no SS foram
semeadas em tubos inclinados contendo o meio de cultivo Agar Trés Acucares e
Ferro (TSI). Os tubos de TSI que apresentaram reacdes tipicas de Salmonella foram
submetidos as provas bioquimicas em Agar Lisina Ferro (LIA) e Agar Fenilalanina
(FA). As cepas isoladas suspeitas de Salmonella spp. foram submetidas a

identificacdo molecular por meio da técnica de PCR.

5.2 Identificagdo molecular Salmonella spp.

Para extragdo do DNA, as colonias isoladas foram inoculadas,
individualmente, em caldo Luria Bertani (LB) e incubadas a 37°C por 18 h. A extracéo
do DNA foi realizada de acordo com o protocolo proposto no kit comercial Plasmid
DNA purification MACHEREY-NAGEL®. A qualidade e a quantidade de DNA extraido
foram determinadas por eletroforese em gel de agarose, em comparacdo com 0O
padrdo de massa molecular DNAI/Hindlll marcador de 100 pb (JENA®). Apds a
extracdo do DNA, a amplificacdo de fragmentos de genes foi realizada utilizando o
termociclador Techne® modelo TC-512. As condi¢des de termociclagem utilizadas na
PCR foram 95°C por 2 min para desnaturacao inicial; 35 ciclos de desnaturacdo a
95°C por 1 min, anelamento a 60°C por 1 min, extensdo a 72°C por 1 min; 72°C por
10 min para a extensao final. Foram utilizados 2,5 pL de tampéao (10 mM de Tris e 50
mM de KCI), 1,25 pyL de MgCl;, 2 pL de dNTP (2,5 mM), 0,5 pL dos
oligonucleotideos foward e reverse (10 uM), 0,4 pL de Tag DNA Polimerase
(Cenbiot®, 5 U/uL), completando com agua Milli-Q para um volume final de 25 L por

reacdo, com a amplificacdo de 10 ng de DNA extraido da amostra bacteriana. Os
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produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose, contendo
brometo de etidio e visualizados sob iluminacéo ultravioleta. O marcador de massa
molecular utilizado foi o 100 pb DNAI/Hindlll (JENA®). Para a identificagdo de
Salmonella spp. foi utilizado o fragmento de 298 pares de base referente ao gene
invA (Tabela 1).

Tabela 1 - Sequéncia do primer e tamanho do produto amplificado na PCR para
identificacdo do gene invA

) ) Produto )
Primer Sequéncia5’- 3’ Bactéria
amplificado
invA foward CATTGGTGATGGTCTTGTCG
298 pb Salmonella spp.
invA reverse CTCGCCTTTGCTGGTTTTAG

Fonte: Autoria prépria (2021).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das andlises microbioldgicas das oito amostras de linguica de
frango do tipo frescal analisadas no presente estudo estdo apresentados na Tabela
2.

Tabela 2 - Analises microbiolégicas das amostras de linguica de frango do tipo

frescal
o . Bactérias Coliformes Coliformes S
Bactérias mesofilas ] o : Salmonella
Amostras psicrotroficas totais termotolerantes aureus
(log UFC/g) spp.
(log UFC/g) (logNMP/g)  (log NMP/g)  (log UFC/g)

1 7,5+0,01 4,2+0,10 1,9+0,43 0,7+0,20 ND Auséncia
2 6,2 £ 0,45 7,0+0,17 3,1+0,23 0,9+0,45 ND Presenca
3 8,6 £ 0,23 74+0,14 1,8 £0,92 ND ND Auséncia
4 8,2+0,37 7,9+0,05 3,1+0,01 0,7+0,22 0,7+£0,99 Auséncia
5 8,2+0,15 7,8+0,08 2,9+0,28 0,2+0,40 0,7 +£0,99 Auséncia
6 8,2 £ 0,06 7,7+0,72 2,4+0,80 1,1+0,30 ND Presenca
7 3,9+0,11 4,7+0,11 2,6 +0,17 1,0+£0,99 ND Auséncia
8 6,7+0,10 8,3+0,20 3,1+0,00 1,1+0,99 1,3+0,99 Presenca

Nota: os resultados foram expressos como médias + desvio padrédo de trés repeticdes; ND = ndo

detectado.

Fonte: Autoria prépria (2021).

A legislacao brasileira (BRASIL, 2019) considera para produtos carneos crus
a base de carne moida ou picada de aves, como as linguicas frescais, um limite
aceitavel para bactérias mesdbfilas, valores que nédo excedam 6,0 log UFC/g. No total
das 8 amostras de linguica de frango analisadas neste estudo, 7 amostras (87,5%)
apresentaram elevada contagem de microrganismos mesofilos com valores médios
variando de 6,7 a 8,6 log UFC/g, e portanto, estavam improprias para o0 consumo. A
contagem de bactérias mesofilas nos alimentos ricos em proteinas € um indicador
microbioldgico, e a presenca desses microrganismos fornece informacgdes sobre a
possibilidade de contaminacdo durante as etapas do processamento, o nivel de
deterioragéo e também sobre sua vida util (OLIVEIRA SANTANA et al., 2019).

No estudo de Sharma et al. (2017) foi observado um aumento significativo da
contagem de microrganismos mesofilos em linguicas de frango frescais durante

operiodo de estocagem de 20 dias em temperatura de 4°C, sendo que até os 10 dias
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de estocagem a contagem de microrganismos mesofilos se manteve abaixo de 6 log
UFC/g e em 15 dias de estocagem essa contagem aumentou para 6,9 log UFC/g. Ja
no estudo de Serrano et al. (2018) das 39 amostras de linguicas frescais
comercializadas na Suica, 35 amostras (89,7%) apresentaram contagem de
bactérias mesofilas maior que 6 log UFC/g.

Em relacdo as bactérias psicrotréficas, a legislacéo brasileira (BRASIL, 2019)
ndo exige um limite aceitvel, entretanto, devido essas bactérias apresentarem bom
desenvolvimento em temperaturas de refrigeracdo, sua presenca esta relacionada
com a deterioracd@o e diminuicdo da vida util de alimentos refrigerados (BEZERRA et
al., 2012). Neste estudo, 6 amostras (75,0%) apresentaram elevadas contagens com
valores médios variando de 7,0 a 8,3 log UFC/g. Correia et al. (2014), ao avaliarem a
variacdo das bactérias psicrotréficas, mostraram um aumento da contagem de
bactérias psicrotréficas em linguicas frescais de 2,7-2,8 log UFC/g (no tempo zero de
estocagem) para 8,6-9,6 log UFC/g (em 10 dias de estocagem) a 7°C, indicando
deterioracdo do alimento.

A legislagdo brasileira (BRASIL, 2019) ndo estabelece um padréo
microbiolégico para enumeracéo de coliformes totais para a linguica frescal, porém
assim como as bactérias mesdfilas e psicrotréficas, este grupo € um indicador da
gualidade higiénico-sanitaria dos alimentos (ALBERTI e NAVA, 2014; SERRANO et
al., 2018). Neste estudo, 4 amostras (25,0%) apresentaram condi¢cfes insatisfatérias
de higiene pelo elevado numero de coliformes totais (acima de 3,0 log NMP/g). No
estudo de Silva et al. (2016) as amostras de linguica frescal bubalina produzidas na
llha do Marajo, Para, apresentaram valores elevados de coliformes totais (acima de
3,0 log NMP/g), e segundo os autores, esses resultados indicaram falha no controle
higiénico-sanitario no processo de elaboracao.

Ja para os coliformes termotolerantes, a legislacao brasileira (BRASIL, 2019)
estabelece um limite de 3,7 log NMP/g para a linguica de frango frescal. A presenca
de coliformes termotolerantes € indicativa de contaminacéo fecal direta ou indireta
no alimento, sendo E. coli a principal bactéria representante desse grupo (ALBERTI
e NAVA, 2014; SOUZA et al., 2014). No nosso estudo, 7 amostras (87,5%)
apresentaram coliformes termotolerantes, porém dentro dos limites aceitaveis (entre
0,2e 1,1 log NMP/qg).

Resultados semelhantes a este estudo foram reportados por Bezerra et al.
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(2012), onde as 28 amostras de linguica frescal analisadas encontraram-se dentro
dos limites aceitaveis para coliformes termotolerantes. Porém, outros estudos
reportaram contagens mais elevadas de coliformes termotolerantes em amostras de
linguicas frescais. No estudo de Merlinni et al. (2012), das 40 amostras de linguica
frescal analisadas, 20 amostras (50%) apresentaram excesso de coliformes
termotolerantes e estavam impréprias para o consumo. No estudo de Alberti e Nava
(2014), observou-se que das amostras de linguica frescal obtidas em
supermercados, 67% apresentaram valores insatisfatérios para coliformes
termotolerantes. E no estudo de Souza et al. (2014), 16 amostras de linguicas
frescais (40%) estavam inaceitaveis para o consumo devido ao excesso de
coliformes termotolerantes.

As amostras deste estudo apresentaram uma baixa contagem de S. aureus
(0,7-1,3 log UFC/g), sendo que a maioria das amostras (62,5%) nao estava
contaminada com bactérias S. aureus. O limite permitido pela legislacdo brasileira
era de 3,7 log UFC/g (Brasil, 2001), porém com a recente atualizacdo da legislacéo
(Brasil, 2019) ndo existe mais um limite microbiolégico para S. aureus nas linguicas
frescais. No estudo de Valiatti et al. (2016), das 30 amostras de linguicas frescais
analisadas, 2 amostras (6,7%) apresentaram contagem de S. aureus com valores
acima de 3,7 log UFC/g. A presenca de bactérias S. aureus nos alimentos indica
falta de higiene do manipulador, pois essa bactéria esta comumente presente na
microbiota humana. A bactéria S. aureus € transmitida aos alimentos principalmente
pelas condi¢cdes inadequadas de higiene, possibilitando também contaminacdes
cruzadas por contato com equipamentos, utensilios e com a matéria-prima. A
presenca elevada de bactérias S. aureus nos alimentos pode causar risco a saude
do consumidor, pois muitas cepas sdo produtoras de toxinas estafilocécicas
termoresistentes (SERRANO et al., 2018; VALIATTI et al., 2016).

Correia et al. (2014) avaliaram o efeito da concentragao de nitrito (50, 150 e
200 ppm) frente a contaminacdo por S. aureus em linguicas frescais armazenadas
sob refrigeracédo a 7 e 12°C, e estocadas por 10 dias. Os resultados demonstraram
gue em 10 dias de estocagem as contagens de S. aureus foram elevadas, variando
de 4,5 a 5,7 log UFC/g, mostrando que a temperatura e as concentragdes de nitrito
utilizadas n&o exerceram controle efetivo no desenvolvimento deste microrganismo.

Os autores sugeriram que este produto seja armazenado sob temperaturas
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inferiores a 7°C ou sob congelamento para maior estabilidade microbiolégica.

A legislacéo brasileira (BRASIL, 2019) n&o permite a presenca de Salmonella
spp. em linguicas frescais. No presente estudo, 3 amostras (37,5%) estavam
contaminadas com Salmonella spp. No estudo de Cabral et al. (2014) investigou-se
a presenca de Salmonella em 80 amostras de linguicas frescais de frango e de
porco, e a positividade foi de 26%, sendo que 0s autores também utilizaram o gene
invA para a confirmacdo molecular de Salmonella spp. Ainda nesse estudo, a
embalagem original ou a embalagem nas bandejas de poliestireno realizada pelos
supermercados nao teve influéncia significativa nas taxas de contaminagcéo dessas
linguicas com Salmonella, sugerindo que a matéria prima contaminada e as praticas
inadequadas de higiene durante o processo de fabricacdo sdo os principais fatores
gue aumentam a contaminacao por Salmonella. No estudo de Cavalin et al. (2018),
Salmonella spp. foi isolada em 28,3% das amostras de linguicas frescais de porco, e
0s autores sugeriram que a presenca de Salmonella nessas amostras ocorreu
devido a contaminacdo da planta de processamento e ou das matérias primas
utilizadas na fabricacdo das linguicas. Valiatti et al. (2016) reportaram que das 30
amostras de linguicas frescais comercializadas em Ji-Parand, RO, 6 amostras (20%)
apresentaram Salmonella spp. A presenca de Salmonella nos alimentos gera risco a
saude do consumidor, sendo essa bactéria entérica responsavel por quadros
frequentes de surtos de doencgas alimentares no Brasil (DRAEGER et al., 2019).

As bactérias Salmonella foram confirmadas nas amostras de linguicas de
frango por meio da identificacao do gene invA, que contém sequéncias especificas
para o género Salmonella (Figura 1). Este gene € reconhecido como padréo
internacional para deteccdo de Salmonella. A presenca do gene invA indica que a
bactéria Salmonella possui um eficiente mecanismo de entrada e invasdo do epitélio
intestinal e essa invasao é um fator de viruléncia essencial no processo de infec¢ao
causado por tal patégeno (MOURA, et. al., 2014; SHANMUGASAMY, et al., 2011).



Amostra 2

Amostra 8

Figura 1 - Gel de eletroforese mostrando a
amplificagéo por PCR do gene invA identificado em
cepas isoladas de trés amostras de linguicas de frango
frescal

100PB

Fonte: Autoria propria (2021).
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Amostra 6

Controle positivo

Controle negativo
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7 CONCLUSOES

Os resultados do estudo mostraram que das 8 amostras de lingui¢a de frango
analisadas, 7 amostras (87,5%) estavam impréprias para o consumo de acordo com
a legislacdo brasileira, por apresentarem elevada contagem de microrganismos
mesofilos (> 6,0 log UFC/g), sendo que dessas, 3 amostras (37,5%) também
estavam contaminadas com Salmonella spp. Pelo fato de as linguicas frescais serem
um alimento amplamente consumido no Brasil, o processo produtivo desses alimentos
deveria ser mais rigoroso em relacédo a qualidade das matérias primas, a higiene na
producdo e na manutencdo da cadeia do frio. Com essas medidas, a contaminacao

microbiana pode ser minimizada, melhorando a qualidade desse produto.

O estudo apresenta uma limitacdo quanto ao baixo numero de amostras
analisadas, portanto, seria interessante confirmar o0s resultados supracitados

analisando um maior nUmero de amostras.
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