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Resumo

O objetivo deste estudo foi caracterizar microbiologicamente, salames produzidos e
comercializados na regido oeste do Parana, atraves da enumeracdo de microrganismos
indicadores e pesquisa de Salmonella sp. Trinta e quatro (n=34) amostras de salames
industrializados foram adquiridas no municipio de Palotina, situado na regido oeste do Parana, e
submetidas a andlise microbioldgica para enumeracdo de Staphylococcus coagulase positiva,
coliformes totais (35 °C) e termotolerantes (45 °C) e pesquisa de Salmonella sp. Observou-se que
61,8% das amostras estavam contaminadas com Staphylococcus coagulase positiva além do
estabelecido na RDC 12, da ANVISA. Encontrou-se 5,9% das amostras contaminadas com
coliformes termotolerantes e 5,9% das amostras contaminadas com Salmonella sp. Através da
contaminacdo observada no salame produzido e comercializado na regido oeste do Parana,
sugere-se mas condicdes de higiene no momento da fabricacao.
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1. Introducéo

Na alimentacdo humana, a carne é a principal fonte de proteinas de alto valor biol6gico
compostas por aminoacidos essenciais (SOUSA, 2000). Por ocasido do abate, pode ser contaminada
em contato com pélo, pele, cascos, conteddo do trato gastrointestinal, equipamentos e utensilios
utilizados no abate, mdos e vestuarios do pessoal envolvido no processo e agua utilizada para a
lavagem de carcagas (LEITAO, 1984).
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Os embutidos fermentados consistem em uma mistura de carnes e gorduras moidas, cloreto
de sodio, nitrito e nitrato, agUcares, especiarias, diferentes tipos de aditivos (de acordo com a
necessidade) e um ou mais tipos de culturas iniciadoras (BACUS, 1986). O processo de
fermentacdo caracteriza-se pela multiplicacdo das culturas iniciadoras (bactérias lacticas) que tem a
capacidade de fermentar os carboidratos produzindo acido latico e, assim, reduzir o pH inicial da
mistura carnea. O &cido latico produzido confere o sabor picante, além de desnaturar proteinas,
resultando na textura associada aos produtos fermentados.

De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (BRASIL, 2000),
entende-se por salame, o produto carneo industrializado obtido de carne suina ou mistura de suina e
bovina, adicionado de toucinho, condimentos e outros ingredientes, embutido em envoltorios
naturais e/ou artificiais, curado, fermentado, maturado, defumado ou n&o e dessecado. Em relacao
as caracteristicas fisico-quimicas, o salame deve apresentar uma atividade de agua (Aw) maxima de
0,92, 40% de umidade, 35% de gordura, 1,5% de carboidratos totais e no minimo 20% de proteina.

Dependendo da origem ou processo de obtencdo, o salame recebe diferentes denominacées,
como por exemplo, Salame tipo Italiano ou Milano. Estes produtos sdo compostos por ingredientes
obrigatorios e opcionais seguindo requisitos sensoriais, fisico-quimicos, microbiologicos e fatores
essenciais de qualidade como tempo de maturacdo e dessecacdo, forma e peso e acondicionamento
(BRASIL, 2000).

A carne esta exposta a contaminacao desde a sangria até o consumo, e frequentemente esta
envolvida na disseminacéo de patdgenos causadores de enfermidades aos humanos e aos animais
(SOUSA, 2000). Entre os agentes que causam enfermidades transmitidas por alimentos (ETAS),
Salmonella, em produtos carneos, € o principal e constitui sério problema para a saiude puablica
(PELAYO, 1988), devido a sua sintomatologia. Embora nas Gltimas décadas algumas bactérias
tenham chamado atencéo e tenham sido reconhecidas como patdgenos emergentes, responsaveis por
algumas enfermidades importantes, Salmonella continua ser o principal agente etioldgico das ETAs
(DOYLE, 1994).

Microrganismos indicadores sdo aqueles que, quando presentes num alimento, podem
fornecer informac@es sobre ocorréncia de contaminacdo de origem fecal, sobre a provavel presenca
de patdgenos ou sobre a deterioracdo potencial do alimento, além de poderem indicar condicdes
sanitarias inadequadas durante o processamento, producdo ou armazenamento. Coliformes totais,
termotolerantes e Staphylococcus coagulase positiva sdo considerados microrganismos indicadores
(FRANCO e LANDGRAF, 2002).

Em diversos estudos (REIS et al., 1995; SALGADO et al, 1999; SOUSA, 2000;
GIOMBELLI, 2001) h4a a demonstracdo que, embora 0 salame apresente uma combinacdo de

fatores, como atividade de &gua reduzida, presenca de cloreto de sodio, nitrito de sddio e pH baixo,
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que poderiam inibir a multiplicagdo de muitos microrganismos, deve-se considerar a possibilidade
de sobrevivéncia de patdgenos como Staphylococcus coagulase positiva, Salmonella, entre outros,
no produto final, uma vez que este tipo de produto ndo sofre tratamento térmico. No que se refere a
produtos embutidos, derivados da industrializacdo da carne de suinos, a contaminacdo por
salmonelas tem sido demonstrada em produtos crus, cozidos ou defumados, com um percentual
variando entre 0 e 38% (OLIVEIRA, 1984).

Uma particularidade observada em embutidos fermentados produzidos por pequenas e
médias indUstrias do Parana é a ndo utilizacdo de culturas iniciadoras. O processo de fermentacao
nesses produtos geralmente se da por microbiota intrinseca da prépria matéria prima. Este tipo de
fermentacdo natural leva a uma despadronizacdo da queda do pH, o que pode favorecer a
sobrevivéncia e multiplicacdo de microrganismos indesejaveis, como por exemplo, Salmonella sp.
Toxinfecgcdes por Salmonella sp. assumem um caréater especial, pois a presenga do microrganismo
no alimento ndo é denunciada pelo alteracdo do aspecto, sabor ou outras caracteristicas visiveis
(MAGNANI, 2000).

Considerando o exposto, este estudo teve objetivo de avaliar a qualidade microbioldgica de
salames produzidos e comercializados na regido oeste do Parana, com relacdo a enumeracdo de

microrganismos indicadores e pesquisa de Salmonella sp.

2. Material e Métodos

Obtencao das amostras de salames no comércio varejista de Palotina, PR;

Durante os anos de 2001 e 2002, trinta e quatro (n=34) amostras de salames industriais
foram coletadas aleatoriamente em distintos pontos de venda do produto na cidade de Palotina e
transportadas nas mesmas condi¢bes de comercializacdo até o Laboratério de Controle
Microbioldgico de Agua e Alimentos (LACOMA) da Universidade Federal do Parana, Campus

Palotina, onde foram armazenadas em geladeira até o inicio das analises.

Coleta asseptica da unidade analitica

Foram pesadas, assepticamente, em sacos plasticos estéreis, 25g da amostra em duplicata,
obtendo-se assim duas subamostras.

A primeira subamostra foi utilizada para a pesquisa de Salmonella sp. Na segunda

subamostra foram adicionados 225 mL de solucdo salina 0,85%, e a seguir a mesma foi
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homogeneizada em “stomacher” durante dois minutos para obtencio da diluicio 10™. A partir dessa

diluicdo procederam-se as demais diluices decimais seriadas (10%, 10°, 10* e 107).

Determinacdo de coliformes totais pelo nimero mais provavel (NMP)

Foi realizada a técnica do nimero mais provavel (NMP.g™) utilizando-se as diluicdes 107,
102 e 107 (técnica dos tubos maltiplos), empregando-se o caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) com
tubos de Durham invertidos (VANDERZANT e SPLITTSTOESSER, 1992). Foram numeradas e
identificadas, trés séries de tubos de ensaio (para as diluicdes 107, 102 e 10%), cada série contendo
trés tubos. Transferiu-se 1 mL da diluicdo 10™ para cada um dos trés tubos pertencentes a primeira
série de tubos contendo o LST. Transferiu-se, igualmente, 1 mL da diluicdo 107 para cada um dos
trés tubos da segunda série. O mesmo procedimento foi realizado para a diluicdo 10°. A bateria de
tubos foi entdo incubada em estufa a 35 °C por 48h. No final do periodo de incubagéo verificou-se a
turvacdo do meio de cultura (LST) e a fermentacdo da lactose identificada pela presenca de gas, nos
tubos de Durham, caracterizando a positividade para coliformes totais.

O resultado foi interpretado pela combinacdo de tubos positivos de acordo com a tabela do
NMP (GARTHRIGHT, 2001).

Determinacéo de coliformes termotolerantes pelo nimero mais provavel (NMP)

Utilizou-se a técnica dos tubos multiplos, empregando-se o caldo Escherichia coli (EC)
(VANDERZANT e SPLITTSTOESSER, 1992). Cada tubo de caldo EC continha 9 mL de meio de
cultura e tubos de Durham imersos. Para cada tubo positivo no caldo LST (meio turvo com
formacdo de gas), inoculou-se, com do auxilio de alca de platina, uma alcada em caldo EC. Essa
bateria de caldo EC foi entdo incubada em banho maria a 44,5 °C + 0,5 °C durante 24h. Ao final
desse tempo, foram considerados positivos os tubos turvos e com gas, evidenciado pelo
aprisionamento do mesmo dentro dos tubos de Durham.

O resultado foi interpretado pela combinacdo de tubos positivos de acordo com a tabela do
NMP (GARTHRIGHT, 2001).

Contagem de Staphylococcus coagulase positiva;

Foi utilizada a técnica do espalhamento superficial (“spread plate”), semeando-se 0,1 mL de
cada uma das diluicdes 102 10° e 10, espalhando-se o indculo com auxilio do bastdo de
Drigalsky, em meio Baird-Parker adicionado de 5% de emulsdo gema de ovo e 1% de telurito de
potassio e incubados a 35 °C por 48h. Apds o periodo de incubagdo, observou-se colbnias tipicas de
Staphylococcus sp., as quais apresentavam-se como circulares, pequenas, negras, convexas €
brilhantes, circundadas por dois halos, um opaco (mais interno) correspondente da acdo da
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lecitinase sobre a gema do ovo dando origem a um precipitado de acidos graxos livres e um halo
transparente (mais externo), devido a lipdlise. Colonias tipicas e atipicas foram repicadas para o
caldo de enriquecimento Brain Heart Infusion (BHI) e incubados a 35 °C por 24 horas. Entédo
procedeu-se o teste da coagulase livre (em tubo). Este teste consistiu em pipetar assepticamente 0,2
mL do crescimento em caldo BHI para um tubo previamente esterilizado contendo 0,25 mL de
plasma de coelho com EDTA. Incubou-se em estufa a 35 °C por 6h, observando, a cada 30 minutos,

a formacdo de coagulo pela acdo da enzima coagulase, que indica a positividade do teste.

Pesquisa de Salmonella sp.;

A segunda subamostra foram adicionados 225 mL de agua peptonada tamponada (APT),
compondo assim o pré-enriquecimento ou enriquecimento ndo seletivo, o qual foi incubado a 35
°C/18-24 horas. Ao término desse periodo, transferiu-se com auxilio de pipeta estéril 1 mL do pré-
enriquecimento para o caldo Tetrationato (TT) (incubacdo em 35 °C/24 horas) e 0,1 mL para o
caldo Rappaport Vassiliadis (RV) (incubacdo em 42 °C/24 horas) compondo assim o
enriquecimento seletivo. A partir desses caldos repicou-se para os agares Xilose Lisina
Desoxicolato (XLD) e Bismuto de Sulfito (BS), incubando a 35 °C por 24-48 horas com o objetivo
de se obter col6nias tipicas isoladas. Essas colonias no meio XLD apresentavam-se vermelhas com
0 centro negro. No BS as colnias apresentavam-se negras e com um brilho metalico apds um
minimo de 18 horas de incubacdo. Apds 48 horas apresentavam coloracdo negra uniforme. As
colbnias tipicas eram repicadas para os meios Lisina lron Agar (LIA) e Triple Sugar Iron (TSI),
com incubacdo em 35 °C durante 24h. No LIA, para uma reacdo caracteristica de Salmonella sp.,
observou-se a superficie e a base alcalinas, evidenciadas pela permanéncia da cor do meio (violeta),
e a producdo de acido sulfidrico (H,S). No meio TSI, observou-se uma superficie alcalina (mudanca
da cor laranja para violeta), uma base acida (mudanca de cor de laranja para amarelo) e também a
producdo de H,S. Considerou-se, para fins de interpretacdo de suspeita de presenca de Salmonella
sp., as reacdes caracteristicas dos meios de cultura citados acima.

Procedeu-se entdo, o teste da urease a partir dos tubos de TSI e LIA caracteristicos para
Salmonella sp. Com auxilio da al¢a de platina foi repicado uma amostra da coldnia em caldo uréia
com posterior incubacdo a 35 °C por 24 horas. Ao término desse tempo observou-se a permanéncia
(prova negativa) ou a mudanca de cor (prova positiva) do meio indicando a producdo ou ndo da
referida enzima.

Dos tubos positivos para a urease foram realizados testes sorolégicos em soro polivalente
anti Salmonella (somatico e flagelar). Em lamina de vidro colocou-se uma gota de soro com uma
alcada da col6nia, a partir dos meios TSI ou LIA. Observou-se aglutinacdo pela formagdo do

complexo antigeno-anticorpo caracterizando a positividade do teste.
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Para as amostras suspeitas de Salmonella sp., que tiveram resultado caracteristico na urease
e sorologia, foi realizado o teste bioquimico (IMVIC) para a confirmagdo da presenca da bactéria.
Esse teste consistiu em uma bateria de 4 tubos contendo no primeiro caldo triptose, caldo Vermelho
de Metila/Voges Proskauer — VM/VP - no segundo e terceiro tubos e &gar citrato de Simmons no
altimo tubo. A partir do meio TSI ou LIA, repicou-se com auxilio da al¢ca de platina para 0s meios
citados acima. A incubacéo foi realizada a 35 °C/24h para entdo adicionar 0s reagentes (reagente de
Kovacs para o teste do Indol no primeiro tubo, vermelho de metila para caldo VM/VP no segundo
tubo, a-naftol 5% e KOH a 40% para VM/VP no terceiro tubo). O teste do citrato é verificado pela
mudanca de cor do meio de verde para azul no caso de positividade. A sequéncia de resultados
considerados tipicos para Salmonella sp. foram negativo para o teste do indol e VVoges Proskauer e
positivo para os testes de Vermelho de Metila e Citrato de Simmons.

Expressou-se, de acordo com a combinacdo de resultados, presenca ou auséncia de
Salmonella sp. em 25g de salame analisados.

Os resultados das analises foram comparados com a Resolucdo 12 do Ministério da Saude,
que determina os padrdes microbiolégicos para alimentos (BRASIL, 2001), seguindo as técnicas
recomendadas pela APHA (American Public Health Association) e compiladas por Vanderzant e
Splittstoesser (1992).

3. Resultados e discussao

A RDC n° 12 do Ministério da Saude (BRASIL, 2001), estabelece para produtos carneos
defumados o limite maximo de 10° NMP/g para coliformes termotolerantes, 5,0 x 10° UFC/g para
Staphylococcus coagulase positiva e auséncia de Salmonella sp. em 259 de alimento.

Comparando os resultados obtidos com a legislacdo nacional vigente (BRASIL, 2001),
pode-se observar que em 21 das 34 amostras analisadas (61,8%), as contagens de Staphylococcus
coagulase positiva superaram o limite maximo estabelecido. Considerando que a contagem de
Staphylococcus tem significado como indicador de manipulacdo inadequada e como microrganismo
causador de ETA, é possivel supor que as altas contagens obtidas estejam relacionadas a uma
precaria condicdo de manipulacdo e ainda acena com a possibilidade destes produtos serem
potencialmente capazes de causar ETA, uma vez que Staphylococcus acima de 10° UFC/g podem
produzir enterotoxinas suficiente para causar doenca no consumidor.

Os resultados das enumeragdes de coliformes totais, termotolerantes, Staphylococcus
coagulase positiva e pesquisa de Salmonella sp. nas trinta e quatro amostras séo demonstrados na
Tabela 1.

341
Revista Brasileira de Tecnologia Agroindustrial



Tabela 1 - Resultados das analises microbiologicas realizadas em salames produzidos e comercializados
na regido Oeste do Parand, 2002

Contagem de coliformes (NMP.g™)

Contagem de

Pesquisa de

Amostra 02012 | Samonella sp. em 259
Totais | Termotolerantes
01 <18 <18 1,0 x 10° Auséncia
02 1100 93 1,6 x 10° Auséncia
03 93 23 1,0 x 10° Auséncia
04 <18 <18 2,1x10° Auséncia
05 >1100 >1100 2,7 x 107 Auséncia
06 9,2 3,6 2,8x10° Auséncia
07 <18 <18 1,0 x 10* Auséncia
08 3,6 <3 1,0 x 10° Auséncia
09 34 3,6 2,8 x 10’ Presenca
10 >1600 350 1,4 x 10* Auséncia
11 350 13 1,0 x 10* Auséncia
12 110 3,6 3,1x10° Auséncia
13 >1600 49 1,0 x 103 Auséncia
14 33 4,5 1,0 x 10* Auséncia
15 540 79 1,8 x 10° Auséncia
16 > 2400 34 1,0 x 103 Auséncia
17 <30 <30 1,0 x 10? Auséncia
18 > 2400 > 2400 1,0 x 10* Presenca
19 <30 <30 1,0 x 10? Auséncia
20 > 2400 11 1,0 x 10? Auséncia
21 23 23 1,0 x 10? Auséncia
22 47 45 1,0 x 10* Auséncia
23 49 7.8 4,0 x 107 Auséncia
24 920 22 8,3 x 10* Auséncia
25 130 13 1,0x 10° Auséncia
26 130 11 1,0 x 10° Auséncia
27 <18 <18 1,0x 10° Auséncia
28 540 17 1,0 x 10° Auséncia
29 63 7.8 1,0 x 103 Auséncia
30 920 130 1,0 x 10° Auséncia
31 350 110 1,0 x 10° Auséncia
32 920 24 1,0 x 10* Auséncia
33 540 33 1,0 x 103 Auséncia
34 1600 170 2,7 x 10° Auséncia

Observou-se em duas (5,9%) amostras contagem acima do estabelecido pela legislacédo

(BRASIL, 2001), para coliformes termotolerantes, 0 que enquadra tais amostras como produto em

condicdes higiénico sanitarias insatisfatorias.

Salmonella sp. foi encontrada em duas (5,9%) amostras de salames produzidas e
comercializadas na regido oeste do Parand, indice semelhante ao relatado por Magnani et al. (2000),
na cidade de Chapecd, SC, os quais detectaram a presenca de Salmonella em 6% dos salames
coloniais por eles analisados. Estes mesmos autores detectaram coliformes fecais em 72% das
amostras, indice superior ao relatado neste estudo.

Observa-se uma variagcdo na presenca de Salmonella sp. em embutidos carneos e carne ao

longo de varios anos e regides geogréaficas de isolamento. Como exemplos podem ser citados 0s
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trabalhos de Oliveira, (1984), em Curitiba, PR, que ndo encontrou Salmonella sp. em produtos
embutidos e submetidos a processos de defumacdo ou cocgdo; Giombelli, (2001), que encontrou
Salmonella sp. em 50,5% das amostras de carne in natura analisadas em Chapecd, SC. Em Cuiaba —
MT, no periodo compreendido entre 1990 e 1991, foi isolada a Salmonella em 20% das amostras de
embutidos carneos analisados (REIS et al., 1995); Sabioni (1999), encontrou 3% de positividade
para Salmonella sp. em linguica do tipo frescal. No entanto, Chaves et al. (2000), encontraram um
indice de 10% para a mesma bactéria em linguica frescal suina; Sousa, (2000) analisando carne
moida na cidade de Macapa, PA ndo detectou Salmonella sp., porém 6,6% das amostras estavam
contaminadas com Staphylococcus aureus e destes, apenas 1 amostra (3,3 %) com contagem
superior a 300 x 10° UFC/g e 26,6% das amostras de carne contendo coliformes fecais com niveis
acima de 10° NMP/g, ou seja, fora do padrdo. J& em Pelotas, RS, Tessemann et al. (2008)
detectaram Salmonella em 80% dos cortes de carne suina por eles analisados.

Em outras regides do mundo o indice também é muito variado, como pode ser observado
nos estudos conduzidos por Madden et al., 2001, que detectaram Salmonella em 1,5% das carcacas
bovinas abatidas na Irlanda do Norte; em amostras de chourico, analisadas na Cidade do México,
foi detectada a presenca de Salmonella em 2,4% das amostras (SALGADO et al., 1999). No periodo
entre 1988 a 1992 ocorreram 549 surtos e 21.177 casos de salmonelose nos EUA, tendo sido
Salmonella o patdgeno que esteve envolvido em maior nimero de surtos e casos neste periodo
(BEAN et al., 1997). Segundo dados estimados pelo Center for Disease and Control Prevention
(CDC-EUA) ocorrem, anualmente, 1.341.873 casos de salmonelose veiculados por alimentos, o que
representa 9,7% do total de ETAs ao ano. Estima-se tambem 15.608 hospitalizacGes/ano,
representando 25,8% do total. Sdo estimadas 553 mortes (30,6% do total de mortes). Salmonella,
Listeria, Toxoplasma, Norwalk-like viruses, Campylobacter e E. coli O157:H7 representam juntas
90% do total de mortes por ETA nos EUA (MEAD et al., 1999).

Com o presente estudo foi possivel evidenciar falhas no processamento do alimento e que
devem ser melhoradas as condigdes higiénico sanitarias dos locais de abate, armazenamento e
transporte da carne assim como dos manipuladores dos alimentos. Além disso, préaticas de higiene
inadequadas ou inexistentes durante obtencdo, transporte e manipulacdo da carne, a presenca de
manipuladores portadores de bactérias como Salmonella sp. e Staphylococcus coagulase positiva,

favorecem a contaminacdo da carne (RITTER, 2001).

4. Conclusao

Através da contaminacdo observada no salame produzido e comercializado na regido oeste

do Parana, sugere-se méas condi¢des de higiene no momento da fabricacao.
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Abstract

The aim of this study was to characterize salami produced and marketed in the western region of
Paranda, through an enumeration of indicator micoorganisms and Salmonella sp. Thirty-four
(n=34) samples of industrialized salamis were acquired in Palotina, located in western Parana,
and subjected to microbiological analysis for enumeration of coagulase positive Staphylococcus,
total coliform (35 °C) and fecal coliform (45 °C) and research Salmonella sp. Observed 61.8% of
samples contaminated with coagulase positive Staphylococcus beyond that established in the RDC
12 (ANVISA). It was found 5.9% of samples contaminated with fecal coliform and 5.9% of samples
contaminated with Salmonella sp. Through the contamination found in salami produced and
marketed in the western region of Parand, suggest poor hygiene conditions at the time of
manufacture.

Key-words: sausage, contamination, hygiene
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