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Resumo: As linguicgas frescais estdo entre os embutidos carneos mais consumidos
pela populacdo brasileira devido ao preco acessivel. Esse estudo avaliou a qualidade
microbioldgica de linguicas de frango frescais comercializadas no Distrito Federal. As
andlises realizadas foram: contagem total de bactérias meséfilas e psicrotroficas,
determinacdo de coliformes totais e coliformes termotolerantes, contagem de
Staphylococcus aureus e pesquisa de Salmonella spp. Os resultados mostraram que das 16
amostras de linguica de frango analisadas, 10 amostras (62,5%) estavam improprias para o
consumo de acordo com a legislacdo brasileira, sendo que 9 amostras (56,3%) apresentaram
elevada contagem de microrganismos mesofilos (> 6,0 log UFC/g) e 4 amostras (25,0%)
estavam contaminadas com Salmonella spp. As bactérias Salmonella spp. foram
geneticamente confirmadas através da deteccdo de gene Inva por PCR. Das 16 amostras de
linguica de frango analisadas neste estudo, 9 amostras (56,3%) estavam contaminadas por
bactérias S. aureus (confirmadas geneticamente através da deteccdo de gene Nuc por PCR),
sendo que 3 amostras (18,8%) apresentaram elevada contagem dessas bactérias (3,9-4,0 log
UFC/g). Assim, o uso de matérias primas contaminadas, a falta de higiene durante o
processamento e 0 armazenamento inadequado da linguica frescal comprometem a sua
qualidade e podem trazer risco a salde do consumidor, pois a presenca de bactérias
patogénicas pode causar doencas de origem alimentar.

Termos para indexacao: linguica de frango; contaminacédo 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 16 samples of chicken sausage analyzed, 10 samples (62.5%) were
unfit for consumption according to Brazilian legislation, with 9 samples (56.3%) showing a
high count of mesophilic microorganisms (> 6.0 log CFU / g) and 4 samples (25.0%) were
contaminated with Salmonella spp. The bacteria Salmonella spp. were genetically confirmed by
detection of the Inva gene by PCR. oOf the 16 samples of chicken sausage analyzed in this
study, 9 samples (56.3%) were contaminated by S. aureus bacteria (confirmed genetically
through the detection of Nuc gene by PCR), and 3 samples (18.8%) presented high count of
these bacteria (3.9-4.0 log CFU/g). Thus, the use of contaminated raw materials, the lack of
hygiene during processing and the inadequate storage of fresh sausages compromises their
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quality and may pose a risk to consumer health, as the presence of pathogenic bacteria can lead

to food-borne diseases.

Index terms: chicken sausage; food contamination; Salmonella.
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Introducéo

As linguicas frescais, também
conhecidas como linguicas do tipo frescal,
estdo entre os produtos embutidos mais
consumidos pela populagdo brasileira
devido ao preco acessivel (CORREIA et
al., 2014). As carnes mais utilizadas na
producdo dessas linguicas sdo de porco e
de frango (CABRAL et al., 2014). O
consumo de produtos contendo carne de
frango como hambdrgueres, salsichas,
nuggets, alméndegas e linguicas, aumentou
nas Ultimas décadas, como resultado dos
investimentos da industria de alimentos em
processar a carne de frango para prolongar
sua vida atil (SHARMA et al., 2017).

A linguica frescal é um produto
embutido curado e cru, portanto, ndo sofre
nenhum processo de cozimento durante sua

producdo e apresenta alta atividade de

agua. Assim, esse produto tem um prazo de
validade limitado e deve ser mantido em
temperatura de refrigeracdo. As linguicas
frescais sdo produtos pereciveis, pois sdo
fabricadas a partir de carne moida fresca,
assim, sdo favordveis ao desenvolvimento
de microrganismos  deterioradores e
patogénicos e tém um alto teor de gordura
favoravel a oxidacao lipidica (ALBERTI e
NAVA, 2014; CABRAL et al., 2014; ED-
DRA etal., 2018; HUGO e HUGO, 2015)
As provaveis fontes de
contaminagdo microbioldgica da linguica
frescal compreendem as carnes, 0S
envoltodrios, 0S condimentos, a
manipulacdo, as maquinas, os utensilios,
bem como a &gua utilizada em todas as
operacdes do processamento (BEZERRA
et al., 2012). O processo de producdo da

linguica frescal envolve varias etapas de
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manipulagdo do produto e caso essas
etapas ndo sejam realizadas corretamente
aumenta-se a chance de contaminacao
microbiologica por bactérias patogénicas,
comprometendo a qualidade do produto
(ED-DRA et al., 2018; VALIATTI et al.,
2016).

A qualidade final da linguica
frescal também é dependente das
temperaturas usadas para manter a cadeia
de frio. Varios estagios da cadeia de frio,
como transporte e salas de estocagem
representam pontos criticos para 0S
produtores.  Varejistas nem  sempre
conseguem manter adequada a cadeia de
frio, o que acarreta aumento dos riscos
microbiologicos para produtos carneos
como a linguica frescal (SOUZA, 2014).

O aumento da producdo e do
consumo de linguica frescal faz com que
surja uma preocupacdo em relacdo a
seguranca alimentar desse produto, visto
que tais embutidos podem ser veiculadores
de microrganismos causadores de doengas
transmitidas ~ por  alimentos  como
Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7
e Staphylococcus aureus (ED-DRA et al.,
2018; MERLINNI et al., 2012). Sendo
assim, este trabalho teve como objetivo

avaliar a qualidade microbiologica de

linguicas de frango do tipo frescal
comercializadas no Distrito Federal.

Material e Métodos

Coleta, preparo das amostras e analises
microbioldgicas

Foram coletadas dezesseis amostras
de linguigcas de frango do tipo frescal de
diferentes marcas comerciais, dentro do
prazo de validade e expostas ao consumo
nos balcBes refrigerados, em diferentes
supermercados do Distrito Federal. 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 4gua peptonada 0,1% (p/v).
O material foi homogeneizado, obtendo-se
desta forma a primeira diluicdo (10™). A
partir da primeira diluicdo obtiveram-se as
demais diluicBes decimais (até 10™).

Para a contagem total de bactérias
mesofilas e psicrotréficas, as diluicbes de
cada amostra foram semeadas, pelo
método de superficie, no meio de cultivo
Agar Padrdo para Contagem. As placas
foram incubadas a 37°C por 24 h para
bactérias mesofilas e a 7°C + 1°C por 7
dias para bactérias psicrotroficas.

Para a determinacdo do Numero

Mais Provavel (NMP) de coliformes totais
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e de coliformes termotolerantes, as
amostras foram analisadas conforme a
técnica de tubos multiplos, iniciando-se
com o teste presuntivo, que consiste na
inoculagdo de cada diluigdo 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 produgdo 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 confirmacdo de coliformes
termotolerantes). Os  tubos  foram
incubados em estufa bacterioldgica a 37°C
por 24 h para o teste de coliformes totais e
em banho-maria a 45°C por 24 h para o
teste de coliformes termotolerantes.

Para a contagem de S. aureus, cada
uma das diluicbes das amostras foi
semeada, pelo método de superficie, no
meio de cultivo Agar Sal Manitol. As
placas foram incubadas a 37°C por 48 h.
As coldnias isoladas suspeitas de S. aureus
foram reisoladas em tubos de Agar Sal
Manitol e submetidas a coloracdo de Gram
e identificacdo molecular atraves da
técnica de reacdo em cadeia da polimerase

(PCR). Todos os resultados obtidos foram

expressos em meédia de log UFC/g ou
média de log NMP/g. Para a pesquisa de
Salmonella spp., a diluicdo 107 das
amostras foi incubada a 37°C por 24 h.
Apobs a incubacdo, 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. Apds a incubacédo, procedeu-se a técnica
de isolamento, onde a partir de cada tubo,
semearam-se placas de Petri contendo o
meio de cultivo Agar Xilose-Lisina-
Desoxicolato (XLD). As placas foram
incubadas a 37°C por 24 h. As colbnias
suspeitas de Salmonella spp. no XLD
foram transferidas para tubos inclinados
contendo 0 meio de cultivo Agar Trés
Acucares e Ferro (TSI). Os tubos de TSI
que apresentaram reacOes tipicas de
Salmonella foram submetidos as provas
bioguimicas em Agar Lisina Ferro e Agar
Fenilalanina. As cepas isoladas suspeitas
de Salmonella spp. foram submetidas a
identificacdo molecular por meio da
técnica de PCR.

Identificagdo molecular de S. aureus

e Salmonella spp.

Para extracdo do DNA, as colbnias
isoladas foram inoculadas,
individualmente, em caldo Luria Bertani e

incubadas a 37°C por 18 h. A extracdo do
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DNA foi realizada de acordo com o
protocolo proposto no kit comercial
Plasmid DNA purification MACHEREY -
NAGEL®. A qualidade e a quantidade de
DNA extraidos foram determinadas por
eletroforese em gel de agarose, em
comparacdo com o padrdo de massa
molecular DNAI/HindIll marcador de 100
pb (JENA®). Apbs a extracdo do DNA, &
amplificagdo de fragmentos de genes foi
realizada utilizando o termociclador
Techne® modelo TC-512. As condigdes de
termociclagem foram 50°C por 2 min.,
95°C por 2 min. e 40 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 15 seg., seguida
de 60°C por 30 seg., para o anelamento dos
oligonucleotideos e 72°C por 30 seg. para a
extensdo dos fragmentos.

Foram utilizados 2,5 pL de tampé&o
(10 mM de Tris e 50 mM de KCI), 0,7 puL

de MgCl,, 1,5 puL de dNTPs (2,5 mM), 0,5
uL de Tag-Polimerase (Cenbiot®, 5 U/uL),
1,5 pL de oligonucleotideos foward e
reverse (10 uM), completando com &gua
Milli-Q para um volume final de 25 pL por
reacdo, com a amplificacdo de 10 ng de
DNA extraido da amostra bacteriana. Os
produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose, contendo
brometo de etideo e visualizados sob
iluminacdo ultra-violeta. O marcador de
massa molecular utilizado foi o 100 pb
DNAI/Hindlll  (JENA®).  Para a
identificacdo de Salmonella spp. foi
utilizado o fragmento de 298 pares de base
referente a0 gene invA e para a
identificacdo de S. aureus foi utilizado o
fragmento de 105 pares de base referente
ao gene Nuc (Tabela 1).

Tabela 1. Sequéncia dos primers e tamanho dos produtos amplificados na PCR para

identificagdo dos genes invA e Nuc

Primer Sequéncia5™- 3’ Produto Bacteéria
amplificado
invA foward CTCGCCTTTGCTGGTTTTAG
INVA reverse CTCGCCTTTGCTGGTTTTAG 298 pb Salmonella spp.
Nuc foward TGTTTGTGATGCATTTGCTG
Nuc reverse AAAGGGCAATACGCAAAGAG 105 pb S. aureus




Pavelquesi et al., Revista Brasileira de Higiene e Sanidade Animal (v.15, n.1) p. 1 - 12 jan - mar (2021)

Resultados e Discusséo

Os resultados das  analises
microbiologicas das dezesseis amostras de
linguica de frango do tipo frescal
analisadas no presente estudo estdo
apresentados na Tabela 2. A legislacdo
brasileira (BRASIL, 2019) considera para
produtos carneos crus a base de carne
moida ou picada de aves como linguicas
frescais, como limite aceitavel para
microrganismos mesofilos valores que nédo
excedam 6,0 log UFC/g. No total das 16
amostras de linguica de frango analisadas
neste estudo, 9 amostras (56,3%)
apresentaram  elevada contagem de
bactérias mesoéfilas com valores médios
variando de 6,7 a 8,6 log UFC/g, e

portanto, estavam impréprias para o

consumo.
Em relacao as bactérias
psicrotroficas, 7 amostras  (43,8%)

apresentaram elevadas contagens com
valores médios variando de 6,6 a 8,3 log
UFCl/g

No estudo de Sharma et al. (2017)
foi observado um aumento significativo da
contagem de microrganismos mesofilos em
linguicas de frango frescais durante o
periodo de estocagem de 20 dias em
temperatura de 4°C, sendo que até os 10
dias de estocagem a contagem de

microrganismos mesofilos se manteve

abaixo de 6,0 log UFC/g e em 15 dias de
estocagem essa contagem aumentou para
6,9 log UFC/g. J& no estudo de Serrano et
al. (2018) das 39 amostras de linguicas
frescais comercializadas na Suica, 35
amostras (89,7%) apresentaram contagem
de bactérias mesodfilas maior que 6,0 log
UFC/g.

O estudo de Correia et al. (2014)
mostrou 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. As
bactérias psicrotroficas apresentam
desenvolvimento em temperaturas de
refrigeragdo, sendo capazes de deteriorar e
diminuir a vida util de alimentos
refrigerados (BEZERRA et al., 2012).

A legislacdo brasileira (BRASIL,
2019) ndo estabelece um padréo
microbiolégico para enumeracdo de
coliformes totais para a linguica frescal,
porém assim como as bactérias meséfilas e
psicrotroficas, este grupo € um indicador
da qualidade higiénico-sanitaria dos
alimentos (ALBERTI e NAVA, 2014;
SERRANO et al., 2018). Neste estudo, 4
amostras (25,0%) apresentaram condi¢cfes
insatisfatorias de higiene pelo elevado
numero de coliformes totais (acima de 3,0
log NMP/g).
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Tabela 2. Anélises microbiol6gicas das amostras de linguica de frango do tipo frescal

Amostra Bacterias Bacterias Coliformes Coliformes S. aureus Salmonel
S mesofilas psicrotrofica totais termotolerantes la spp.
(log UFC/g)
(log UFC/g) (log NMP/qg) (log NMP/qg)
(log UFC/g)
1 5,8+0,01 58+0,01 1,6 +0,63 0,2+0,01 1,5+042 Auséncia
2 53+£0,11 50+0,13 1,7+0,50 0,5+0,48 4,0 £ 0,06 Presenca
3 48+0,24 531041 240,72 0,6 +0,32 3,9+ 0,05 Auséncia
4 5,7+0,03 51+0,05 15042 0,4+0,38 18+0,21 Auséncia
5 2,8+0,22 3,0+£0,13 1,2+0,89 0,1+0,01 ND Auséncia
6 49+0,81 6,6 £0,01 1,4+0,21 0,1+0,01 1,3+0,00 Auséncia
7 7,2+0,03 5,2+0,18 3,1+0,00 ND ND Auséncia
8 7,2+0,01 5,8 +0,02 1,7+0,38 ND 4,0+0,06 Auséncia
9 75%£0,01 4,2+0,10 19+043 0,7+0,20 ND Auséncia
10 6,2+ 0,45 7,0+ 0,17 3,1+£0,23 0,9+£0,45 ND Presenca
11 8,6 +0,23 7,4+0,14 1,8 +0,92 ND ND Auséncia
12 8,2+ 0,37 7,9+0,05 3,1+0,01 0,7+0,22 0,7+0,99 Auséncia
13 8,2+0,15 7,8 £0,08 2,9+0,28 0,2+0,40 0,7+0,99 Auséncia
14 8,2+ 0,06 7,7+£0,72 2,4+£0,80 1,1+0,30 ND Presenca
15 3,9+0,11 4,7+0,11 2,6 £0,17 1,0+ 0,99 ND Auséncia
16 6,7+0,10 8,3+£0,20 3,1£0,00 1,1+0,99 1,3+0,99 Presenca

Os resultados foram expressos como médias + desvio padrdo de trés repeti¢cGes; ND = ndo detectado
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No estudo de Silva et al. (2016) as
amostras de linguica frescal bubalina
produzidas na Ilha do Marajo (Pard),
apresentaram  valores  elevados de
coliformes totais (acima de 3,0 log NMP/qg)
e segundo os autores esses resultados
indicaram deficiéncias higiénicossanitarias
no processamento dessas linguicas.

Para os coliformes termotolerantes
a legislagcdo brasileira (BRASIL, 2019)
estabelece um limite de 3,7 log NMP/g
para a linguica de frango frescal. A

Resultados semelhantes a este
estudo foram reportados por Bezerra et al.
(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 improprias para
0 consumo. No estudo de Alberti e Nava
(2014), observou-se que 67% das linguicas
frescais obtidas em supermercados no
municipio de Xaxim (Santa Catarina)
apresentaram valores insatisfatorios para
coliformes termotolerantes. E no estudo de
Souza et al. (2014), 16 amostras de
linguicas frescais (40%) comercializadas

presenca de coliformes termotolerantes é
indicativa de contaminacdo fecal direta ou
indireta no alimento, sendo E. coli a
principal bactéria representante desse
grupo (ALBERTI e NAVA, 2014; SOUZA
et al., 2014). Todas as amostras deste
estudo apresentaram um numero aceitavel
de coliformes termotolerantes: 13 amostras
(81,3%) com valores entre 0,1 e 1,1 log
NMP/g e 3 amostras (18,8%) néo

apresentaram coliformes termotolerantes.

no oeste do Parand estavam inaceitaveis
para 0 consumo devido ao excesso de
coliformes termotolerantes.

Das 16 amostras de linguica de
frango analisadas neste estudo, 9 amostras
(56,3%) estavam contaminadas por
bactérias S. aureus, sendo que 3 amostras
(18,8%) apresentaram elevada contagem
dessas bactérias (3,9-4,0 log UFC/g). O
limite permitido pela legislagéo brasileira
era de 3,7 log UFC/g (BRASIL, 2001),
porém com a recente atualizacdo da
legislagdo (BRASIL, 2019) ndo existe mais
um limite microbioldgico para S. aureus
nas linguicas frescais.

No estudo de Valiatti et al. (2016),
das 30 amostras de linguicas frescais
analisadas comercializadas em
supermercados do municipio de Ji-Parana
(Rondonia), 2
apresentaram contagem de S. aureus acima

8

amostras (6,7%)
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de 3,7 log UFC/g. A presenca de bactérias
S. aureus na linguica frescal indica falta de
higiene do manipulador, pois essa bactéria
estd comumente presente na microbiota
humana. A bactéria S. aureus é transmitida
aos alimentos principalmente  pelas
condicdes inadequadas de higiene,
possibilitando  também  contaminacdes
cruzadas por contato com equipamentos,
utensilios e com a matéria-prima
(SERRANO et al., 2018; VALIATTI et al.,
2016). O estudo de Correia et al. (2014)
avaliou o efeito da concentracdo de nitrito
(50, 150 e 200 ppm) frente a contaminacao
proposital por S. aureus em linguicas
frescais armazenadas a 7 e 12°C e
estocadas por 10 dias. Os resultados
demonstraram que em 10 dias de
estocagem as contagens de S. aureus foram
elevadas variando de 4,5 a 5,7 log UFC/qg,
mostrando que a temperatura de
refrigeragdo e as concentracdes de nitrito
utilizadas ndo exerceram controle efetivo
das bactérias S. aureus. A presenca elevada
de bactérias S. aureus nos alimentos pode
causar risco a saude, pois muitas cepas sao
produtoras de toxinas estafilococicas
termoresistentes e  podem  causar
intoxicacdo alimentar no consumidor
(SERRANO et al., 2018; VALIATTI et al.,
2016).

As bactérias S. aureus foram

confirmadas nas amostras de linguicas de

frango através da identificacao do gene
Nuc, que codifica uma termonuclease
produzida por S. aureus, sendo essencial
para a sua patogénese e exclusivo para as
bactérias dessa espécie (KIEDROWSKI et
al., 2011).

A legislacdo brasileira (BRASIL,
2019) ndo permite a presenca de
Salmonella spp. em linguigas frescais. No
presente estudo, 4 amostras (25,0%)
estavam contaminadas com Salmonella
spp. e, portanto, estavam improprias para o
consumo.

Resultados similares foram
reportados no estudo de Cabral et al.
(2014), onde 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 0sS
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
ndo teve influéncia significativa nas taxas
de contaminacdo 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 que aumentam a
contaminagdo da linguica frescal por
Salmonella.
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No estudo de Cavalin et al. (2018),
Salmonella spp. foi isolada em 13 amostras
(28,3%) de linguicas frescais de porco e 0s
autores sugeriram que a presenca dessa
bactéria nas 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-
Parana, (Rondbnia), 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 doencas
alimentares no Brasil (DRAEGER et al.,

2019).

As Dbactérias Salmonella foram
confirmadas nas amostras de linguicas de
frango através da identificacao do gene
invA que contém sequéncias exclusivas
para esse género. A presenca do gene invA
indica que a Salmonella possui um
eficiente mecanismo de entrada e invasdo
do epitélio intestinal e essa invasdo € um
fator de viruléncia essencial no processo de
infeccdo causado por tal patdgeno, assim, o
gene invA € reconhecido como padrdo
internacional para detec¢do de Salmonella
(MOURA, et. al., 2014,
SHANMUGASAMY, et al., 2011).

Conclusoes

Os resultados do estudo mostraram
que das 16 amostras de linguica de frango
analisadas, 10 amostras (62,5%) estavam
improprias para o consumo de acordo com
a legislacdo brasileira, sendo que 9
amostras (56,3%) apresentaram elevada
contagem de microrganismos mesofilos (>
6,0 log UFC/g) e 4 amostras (25,0%)
estavam contaminadas com Salmonella
spp.

Em relagdo as bactérias S. aureus, 9
amostras (56,3%) estavam contaminadas
por essas bactérias, sendo que 3 amostras
(18,8%) apresentaram contagem elevada
de S. aureus (3,9-4,0 log UFC/qg).

Por ser um alimento amplamente
consumido no Brasil, a cadeia produtiva
das linguicas frescais deveria ser mais
rigorosa em relacdo a qualidade das
matérias primas, higiene na producdo e
manutencdo da cadeia do frio, podendo
com essas medidas minimizar a
contaminagdo microbiana e melhorar a
qualidade desse produto.
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