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Resumo

RESUMO

As bactérias pertencentes ao género Staphylococcus sao bastante peculiares
porque apesar de terem distribuicdo ubiquitaria e formarem a microbiota residente na
pele e mucosa de humanos também podem ser causadoras de diversas enfermidades
aos mesmos, tais como a intoxica¢do alimentar estafilocdcica.Todavia, para a industria
de produtos carneos a importadncia dos estafilococos estd além do fato de serem
microrganismos patogénicos. Algumas espécies do género sao coadjuvantes de
tecnologia para a fabricacdo de salames, estando presentes como componentes de
culturas starter ou iniciadoras. Entre as caracteristicas importantes das espécies
utilizadas em culturas iniciadoras esta a incapacidade enterotoxigénica, o que tem sido
diretamente relacionado as espécies coagulase positiva. Diversos trabalhos, porém,
tém demonstrado a capacidade de estafilococos coagulase negativa produzirem
enterotoxina em meio de cultivo laboratorial e ha, inclusive, registros de surtos de
intoxicacao estafilocdcica associados a espécies nao produtoras de coagulase. Assim,
90 amostras de salames industrializados, pertencentes a seis diferentes marcas, foram
analisadas visando a enumeragdo, identificacdo e verificacdo do potencial
enterotoxigénico das espécies de estafilococos coagulase negativa (ECN).
Determinacdes de pH, Aw, andlises de coliformes termotolerantes, Salmonella,
Staphylococcus coagulase positiva e bactérias laticas também foram realizadas.
Salmonella foi detectada em uma amostra. Entre os 266 isolados de ECN nenhum
produziu enterotoxina, e dos 252 identificados cerca de 90% eram S. xylosus e S.

carnosus.

PALAVRAS-CHAVE: Salames, Estafilococos Coagulase Negativa (ECN), Enterotoxina,

Qualidade Microbiolégica, Higiene.
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Abstract

ABSTRACT

Staphylococcus is ubiquitous distribution bacteria and present in skin of humans and
other animals. However, staphylococci species can cause various diseases.
Staphylococcal food poisoning is one of these diseases. But for meat industry
staphylococci importance is not only because diseases. Some species are very
important for the fermented sausage’s manufacture like starter cultures. To be used,
staphylococci have do not produce coagulase. However, many researches have
demonstrated capacity of coagulase negative staphylococci (CNS) to produce
enterotoxin and there are registers of staphylococcal food poisoning outbreaks linked to
CNS. Ninety samples of industrialized salamis, for six different brands, had been
studied. Enumeration, identification and potencial enterotoxigenic of CNS were
analyzed. Additionally, termotolerants coliforms, staphylococci coagulase positive and
lactic acid were counted; Salmonella isolated; pH and Aw measured. Salmonella was
isolated of one sample. None of 266 CNS produced enterotoxins, 252 were identified
and about 90% were S. xylosus and S. carnosus.

KEY-WORDS: Fermented Sausages, Coagulase Negative Staphylococci (CNS),

Enterotoxin, Microbial Quality, Hygiene.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 O GENERO STAPHYLOCOCCUS

O nome Staphylococcus tem origem do grego (staphyle cacho de uva, e coccus
gréao ou semente) e foi dado por Alexander Ogston em 1880 (HOLT et al., 1994).
Refere-se a morfologia e ao arranjo de tais bactérias quando observadas ao

microscoépio optico.

1.1.1 Aspectos taxonémicos

Em meados de 1880 o médico cirurgido Ogston conseguiu, por meio de varios
experimentos, demonstrar a importancia de estafilococos em infeccbes purulentas.
Paralelamente, Koch, em 1878, e Pasteur, em 1880, j4 haviam observado e descrito a
existéncia de tais microrganismos em pus. Entretanto, foi somente em 1884 que o
pesquisador Rosenbach, estudando microrganismos isolados a partir de pus, propds a
criagdo do género Staphylococcus. Ele foi o primeiro a descrever Staphylococcus
separadamente do género Micrococcus (BERGDOLL, 1989), diferentemente da
descricdo constante na sexta edicdo do “Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology”. (BENETT e MONDAY, 2003; DACK, 1943; HAYNES e HUCKER, 1946).

Desde entao, o género vem sofrendo diversas modificacoes e alteracoes a cada
edicao do manual e muitas propostas taxonémicas surgem, em diversas publicacoes

cientificas, com o avanco de métodos para identificacdo de microrganismos.

Na mais recente edicdo do “Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology”
(HOLT et al.,, 1994) tal género consta de 28 espécies: S. arlettae, S. aureus, S.
auricularis, S. capitis, S. caprae, S. carnosus, S. caseolyticus, S. chromogenes, S.

cohnii, S. delphini, S. epidermidis, S. equorum, S. felis, S. gallinarum, S. haemolyticus,
1
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S. hominis, S. hyicus, S. intermedius, S. kloosii, S. lentus, S. lugdunensis, S.
saccharolyticus, S. saprophyticus, S. schleiferi, S. sciuri, S. simulans, S. warneri e S.
xylosus.

Menos de dez anos depois, a publicacdao de Koneman e colaboradores (2001)
considera 33 espécies como pertencentes ao género Staphylococcus. As espécies S.
muscae, S. pasteuri, S. piscifermentans, S. pulvereri e S. vitulus sao adicionadas a lista

constante no “Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology”.

No ano de 2003, a publicacido do “Manual of Clinical Microbiology”
(BANNERMAN, 2003) apresenta 35 espécies como pertencentes ao género. De todas
as espécies até aqui citadas, o manual considera ainda as espécies S. condimenti, S.
fleurettii, S. lutrae, S. succinus e S. vitulinus, esta ultima em lugar de S. vitulus. Nao
constam as espécies S. caseolitycus, reclassificada como Macrococcus caseolyticus
(JAY, 2003), e S. pulvereri, comprovadamente igual a S. vitulinus (SVEC et al., 2004).

Atualmente, o0 numero de espécies de estafilococos descritas chega a 39. Além
das 35 espécies citadas anteriormente, ha a descricdo das espécies S. pettenkoferi
(TRULZSCH et al., 2002), S. nepalensis (SPERGSER et al., 2003), S. simiae
(PANTUCEK et al., 2005) e S. pseudintermedius (DEVRIESE et al., 2005).

As modificagdes constantes das espécies do género Staphylococcus nao foram
acompanhadas, no mesmo ritmo, pelos taxons superiores. Desde sua proposi¢cao por
Rosenbach, Staphylococcus tem sido classificado dentro da familia Micrococcaceae.
Mais de um século depois de sua proposi¢ao, na primeira edicao do “Bergey’s Manual
of Systematic Bacteriology” (KLOOS e SCHLEIFER, 1986) a familia Micrococcaceae
constava dos géneros Micrococcus, Planococcus, Staphylococcus e Stomatococcus.

Foi somente na ultima década, com o avanco da biologia molecular, que a
taxonomia e filogenia do género passaram a ser revistas. Estudos genéticos, perfis de
acidos graxos, composicao de parede celular e, principalmente, estudos com RNA
ribossbmico 16S de bactérias conduziram a proposicdo de véarias mudangas

taxonémicas e filogenéticas.
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Assim, 15 anos depois de sua primeira publicagdo, na segunda edicdo do
“Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology” (GARRITY e HOLT, 2001) a familia
Micrococcaceae consta das espécies Micrococcus, Kocuria e Stomatococcus e esta

classificada dentro do filo Actinobacteria.

O género Micrococcus consta atualmente de duas espécies: M. luteus e M. lylae.
As espécies M. roseus, M. varians e M. kristinae pertencem agora ao género Kocuria:
K. roseus, K. varians e K. kristinae; as espécies M. halobius, M. nishinomiyaensis, M.
sedentarius e M. agilis foram reclassificadas em géneros distintos: Nesterenkonia
halobia, Kytococcus nishinomiyaensis, Dermacoccus sedentarius e Arthrobacter agilis
(KONEMAN et al, 2001).

O género Staphylococcus foi incluido numa nova familia: Staphylococcaceae.
Esta familia consta dos géneros Staphylococcus, Gamela, Macrococcus e
Salicinococcus (GARRITY e HOLT, 2001).

Diferentemente de Micrococcaceae, a familia Staphylococcaceae pertence ao filo
Firmicutes, evidenciando-se, depois de um século desde sua primeira descricao, a
distancia filogenética entre  Staphylococcus e  Micrococcus. Além  disso,
Staphylococcaceae pertence a ordem Bacillales bem como a familia Bacillaceae,
demonstrando intima relagcdo genética dos Staphylococcus spp. com bactérias do
género Bacillus (GARRITY e HOLT, 2001).

1.1.2 Aspectos morfoldgicos e metabdlicos

Staphylococcus spp. sao bactérias do tipo cocos, Gram positivas, iméveis e nao
formadoras de esporos. O metabolismo dessas espécies € bastante diversificado;
podem realizar respiracao aerdbica, anaerdbica e fermentacdo de carboidratos. Sao
catalase positiva (excegado para S. aureus subsp. anaerobius e S. saccharolyticus) e

oxidase negativa (exceto S. caseolyticus, S. lentus e S. sciuri) (HOLT et al., 1994).
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Parametros extrinsecos como temperatura, potencial hidrogeniénico (pH) e
atividade de agua (Aw) influenciam diretamente o crescimento dos estafilococos. Tal
crescimento pode ser observado numa faixa de temperatura entre 10C e 46C, com
faixa de 6timo de 30-37C. O pH 6timo situa-se pr6 ximo da neutralidade (entre 6,0 e
7,0), mas o crescimento podera ocorrer entre valores de 4,0 e 9,8. Com relagao a Aw,
considera-se 0,86 como o valor minimo, mas ha registro de crescimento com valores
inferiores a 0,83 sob condicdes ideais (JAY, 2005).

Podem ser consideradas bactérias de distribuicdo ubiquitaria e componente da
microbiota residente de mucosas e/ou peles de mamiferos e aves. Entretanto, ha
exemplos de espécies que evoluiram adaptadas a um determinado hospedeiro, como
indicado pelo epiteto especifico da nomenclatura binomial: S. caprae, S. delphini, S.

gallinarium e outras.

Apesar da ampla distribuigdo como microbiota normal residente de espécies
animais, alguns estafilococos estao diretamente associados a infec¢des oportunistas e

toxinfec¢cdes em animais, incluindo humanos (BAIRD-PARK, 1990).

1.2 INTOXICACAO ALIMENTAR ESTAFILOCOCICA

A associagdo dos estafilococos com doengas transmitidas por alimentos, por
parte de estudiosos, surgiu paralelamente aos primeiros estudos do género nas ultimas
décadas do século XIX e inicio do século XX. J& em 1884, nos Estados Unidos, um
grande surto de intoxicacao alimentar associado ao consumo de queijo foi atribuido a
“organismos esféricos” isolados do mesmo (BENETT e MONDAY, 2003).

Contudo, o estudo de um surto pelo professor Denys, na Franca, em 1894 ¢é
considerado o0 pioneiro na associagdo de gastrenterite humana e “estafilococos
piogénicos”. O surto ocorreu entre membros de uma familia e foi associado ao consumo

de carne de vaca. O animal morrera com sintomas de febre puerperal e de seus restos

4
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foram isolados “micrococos amarelados”. Um dos comensais veio a 6bito, com sintomas
descritos como semelhantes aos de coélera, e 0s mesmos “micrococos amarelados”
foram isolados de seu baco (DACK, 1943, HAYNES e HUCKER, 1946).

1.2.1 Conceitos

A intoxicagdo estafilococica é uma enfermidade transmitida por alimentos
contaminados com espécies de estafilococos produtoras de enterotoxinas. Sao as
toxinas pré-formadas no alimento, e ndo os proprios estafilococos, as responsaveis pelo
desenvolvimento da gastrenterite. Tal hipdtese foi pela primeira vez aventada por
Barber em 1914. Ele estudou “Staphylococcus brancos” isolados de uma vaca, ja
acometida por mastite, cujo leite causara recorrentes surtos de gastrenterite nos
moradores de uma fazenda das Filipinas. Seu estudo consistiu na inoculacéo de leite
com os “Staphylococcus brancos” e acondicionamento do mesmo em temperatura
ambiente. O leite era, entdo, administrado a pessoas voluntarias que logo desenvolviam
sintomas semelhantes aqueles apresentados pelas pessoas envolvidas nos surtos
anteriores. Por outro lado, a administracao via oral da cultura microbiana, advinda do
leite, a gatos, filhotes de caes e macacos néo levava ao desenvolvimento de sintomas
(DACK, 1943; HAYNES e HUCKER, 1946).

Todavia, muitos surtos de intoxicacdao alimentar estafilocécica continuaram a
acontecer até que se conseguisse comprovar, irrefutavelmente, que estafilococos
quando presentes em alimentos poderiam produzir uma toxina ou, na época
denominada, “veneno”. Isso ocorreu, somente, em 1930 com a publicagdo do trabalho
“An outbreak of food poisoning proved to be due to a yellow haemolytic Staphylococcus”
por Dack e colaboradores. O estudo foi conduzido a partir de bolo de Natal implicado
em surto de toxinfecgdo alimentar, na cidade de Chicago, que envolveu 11 pessoas.
Staphylococcus amarelos foram isolados da massa do bolo e cultivados em meio
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estéril, posteriormente filtrado e administrado a trés voluntarios humanos. Apés trés
horas da ingestdo os sintomas de emese, febre e diarréia puderam ser observados nos
individuos, sintomas semelhantes aos experimentados pelas 11 pessoas envolvidas no
surto (BAIRD-PARKER, 1990; DACK, 1943; HAYNES e HUCKER, 1946).

O quadro clinico da intoxicacao caracteriza-se pelo curto periodo de incubacao
(2 a 6 horas ap6s a ingestdo do alimento contaminado), nausea, emese, dores
abdominais e diarréia, sendo esta ultima nem sempre observada. Quadros febris sao

raramente observados.

A quantidade de enterotoxina necessaria para causar intoxicacdo ainda nao foi
exatamente estabelecida, considera-se que o consumo de um alimento contaminado
com enterotoxina estafilococica (EE) em concentragbes da ordem de 1ng/g posa levar
ao desencadeamento dos sintomas de intoxicagdo. Um estudo, nos Estados Unidos,
com leite achocolatado implicado em surto de intoxicagdo estafilocdcica permitiu
concluir que em humanos a dose minima de EE A suficiente para o desencadeamento
dos sintomas € de 100 a 200ng (EVENSON et al., 1988). Entretanto, fatores como
idade, massa corpérea e condicoes fisicas do individuo irdo influenciar o

desencadeamento dos sintomas.

Quanto ao numero de células de estafilococos necessarias a produgdo de
enterotoxinas, em quantidade suficiente para causar gastrenterite, considera-se que
sejam necessarios nimeros em torno de 10° células/g (BENETT e MONDAY, 2003).
Porém, estudo de Pereira e colaboradores (1991), com creme de confeitaria e presunto
cozido, demonstrou que 102 células de S. aureus/g foram suficientes para producao de
enterotoxina D em concentracdes superiores a 1ng/g apds 24h de incubacao a 37C .

Atualmente sdo conhecidas diversas enterotoxinas estafilocécicas, identificadas
a partir de reagcdes com anticorpos especificos, que sdo denominadas por letras
maiusculas. Até o presente, 18 EEs foram identificadas: A, B, C (subdividida em trés
subtipos C1, C2, C3), D, E, G, H, I, J, K, L, M, N, O, P, Q, R e U. Todavia, o potencial
emético de algumas EEs ainda nao foi testado (JORGENSEN et al., 2005). A EEA é a
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mais freqlentemente envolvida em surtos de intoxicacdo alimentar, seguida da EED
(JAY, 2005).

A regulacdo génica da producdo de EEs pelas linhagens estafilococicas é
variavel. A producao de EEA, EEB, EEC, e EEE é regulada por genes cromossémicos,
enquanto a producao de EED sofre regulacao génica plasmidial (JAY, 2005).

As EEs sao moléculas protéicas de cadeia simples com peso molecular entre 22
e 27KDa e funcionam como superantigenos — moléculas com elevada capacidade de
estimulacdo do sistema imune. Bastante estaveis, resistem a acao proteolitica das
enzimas tripsina, quimiotripsina, renina e papaina (BAKER e ACHARYA, 2004), e ao
aquecimento (Dgg 9> 2h) (FORSYTHE, 2002).

1.2.2 Estafilococos produtores de enterotoxinas

A principio, a capacidade de producao das enterotoxinas era considerada
caracteristica exclusiva de membros da espécie S. aureus, cuja maioria € produtora da
enzima coagulase’. Assim, o teste de presenca da enzima coagulase passou a servir
como marcador de enterotoxigenicidade quando da identificacdo de estafilococos
presentes em alimentos implicados em surtos de intoxicagdo (DESMARCHELIER et al.,
1999; ICMSF, 1983).

Apenas cinco espécies sdo produtoras de coagulase (livre): S. aureus subsp.
anaerobius, S. aureus subsp. aureus, S. delphini, S. hycus, S. intermedius e S. schleiferi

subsp. coagulans.

Casos de intoxicagao estafilocdécica como os ocorridos nos Estados Unidos,

associados a uma mistura de manteiga, em que a espécie S. intermedius fora isolada

'A coagulase pode ser encontrada sob duas formas. A coagulase ligada, ou “clumping factor”, que se
encontra ligada a parede celular bacteriana; e a coagulase livre que é produzida pela bactéria e liberada
extracelularmente. De um modo geral, a diferenga entre elas é que a primeira age diretamente sobre o
fibrinogénio plasmatico causando uma aglutinagdo das bactérias com o fibrinogénio, enquanto a
coagulase livre atua sobre a protrombina para o desencadeamento da reagcéo de coagulagdo plasmatica.
7
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vinham corroborar a correlagdo entre producdo de coagulase e capacidade
enterotoxigénica (BENETT, 1996).

Em funcéo desta correlagdo, no ano de 2001 a Legislacéo Brasileira de Padrées
Microbiologicos para Alimentos sofreu alteragdo. A determinacdo de S. aureus foi
substituida por enumeracao de “estafilococos coagulase positiva” (ECP) (BRASIL,
2001). Além do Brasil, a contagem de ECP em alimentos esta regulamentada apenas
na Australia (DESMARCHELIER et al., 1999). Os Orgaos de regulamentagdo em paises
como Canada, Estados Unidos e aqueles pertencentes a Unido Européia ainda

preconizam a determinacado de S. aureus em alimentos.

No entanto, a enumeracdo de estafilococos coagulase positiva em alimentos
subestima a quantidade de Staphylococcus spp. potencialmente enterotoxigénicos.

Pesquisas com Staphylococcus spp. coagulase negativa tém demonstrado
potencial enterotoxigénico em meio de cultivo laboratorial (UDO et al., 1999) e em
alimentos (LI e CHENG, 1997; OLIVEIRA, 1999). As espécies ja relatadas como
produtoras de enterotoxinas sdo: S. caprae, S. chromogenes, S. cohnii, S. epidermidis,
S. haemolyticus, S. lentus, S. saprophyticus, S. sciuri, S. simulans, S. schleiferi subsp.

schleiferi, S. warneri e S. xylosus (JAY, 2005).

Ha, ainda, na literatura trés relatos de surtos de intoxicacdo estafilocécica
associados a espécies coagulase negativas. O primeiro deles ocorreu em Osaka no
Japao no ano de 1959 (OMORI e KATO, 1959). Envolveu 40 estudantes que tomaram
café da manha e almogaram em um hotel. A investigacao do surto foi conduzida a partir
de amostras fecais dos doentes com diarréia (sete), restos de alimentos do café da
manha e culturas de isolados dos dedos dos manipuladores, tabuas de cozinha, facas e
pratos. Apenas trés coproculturas e um prato foram positivos para o crescimento de
estafilococos. A caracterizacdo desses estafilococos indicou serem espécies nao
produtoras de coagulase. O teste de producado de enterotoxinas foi feito administrando-
se cultivos de estafilococos (um isolado de fezes e outro do prato) a dois filhotes de

gatos, que vomitaram apds 30 minutos.
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O segundo teve lugar nos Estados Unidos em 1969. 145 pessoas que
consumiram refeicoes de um mesmo restaurante apresentaram sintomas de intoxicagao
estafilococica. O cardapio consistiu de arroz, espetinhos de carne, molho de carne e
sorvete. Apenas as culturas dos cubos de carnes, picados um dia antes de serem
servidos, revelaram a presenca de S. epidermidis produtora de EEA. A mesma espécie
foi isolada das maos do cozinheiro. Culturas concentradas dos estafilococos isolados da
carne e do manipulador foram administradas a macacos que apresentaram emese. A
enterotoxina identificada nessas culturas foi a EEA (BRECKINRIDGE e BERGDOLL,
1971).

J& o terceiro surto ocorreu no Brasil em 1999 e foi associado ao consumo de leite
cru (CARMO et al., 2002) do qual ndo se conseguiu isolar nenhuma espécie coagulase
positiva. Apenas estafilococos coagulase negativa (ECN), produtores de EEC e EED,
foram isolados e em contagens superiores a 2,0x10® UFC/g. A contaminacao do leite
ocorreu devido a mastite do gado leiteiro. Estudos posteriores concluiram contaminagao
com S. epidermidis (VERAS et al., 2003).

Além destes trés surtos, ha, nos Estados Unidos, relato de um caso de
intoxicacao estafilocdcica associada ao consumo de frango assado, do qual fora isolada
uma espécie de estafilococo coagulase negativa produtora de EEA (CRASS e
BERGDOLL, 1986).

1.2.3 Dados Epidemiolégicos

Entre os anos de 1993 e 1997, nos Estados Unidos, foram notificados 42 surtos
de intoxicagao estafilocécica, 1413 casos da doencga estiveram associados e destes um
resultou em ébito (CDC, 2000). Segundo dados do Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos, a intoxicagao alimentar estafilocécica corresponde a aproximadamente
4,5% das doencgas alimentares de origem bacteriana, sendo responsavel por 1.753
hospitalizagdes e duas mortes a cada ano (USDA, 2002).
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No Brasil, entre os anos de 1996 e 2000 foram notificados 68 surtos de
intoxicacao alimentar estafilocécica, correspondentes a 1287 casos da enfermidade e
um 6ébito (SIRVETA, 2002). Adicionalmente, dados da Secretaria de Vigilancia em
Saude (SVS) demonstram a ocorréncia de aproximadamente 400 surtos de intoxicagao
alimentar causada por S. aureus (SVS, 2005).

A ocorréncia de ébito é bastante rara e acontece, aproximadamente, em 0,03%
dos casos de intoxicacdo. Essa freqUéncia pode aumentar em populacées de risco
(SORIANO et al., 2002).

Exemplos de alimentos freqlientemente associados a esse tipo de intoxicacao
incluem o leite e seus derivados como queijos, cremes e achocolatados; saladas do tipo
maionese e produtos carneos curados ou fermentados (BERGDOLL, 1992). Os surtos
geralmente ocorrem pela manipulagéo e conservagao inadequada desses alimentos.

Devido a baixa severidade da intoxicacdo, os surtos acabam sendo
subnotificados aos érgaos de Saude Publica. Além disso, a maior parte dos surtos
ocorre em ambiente residencial envolvendo um numero restrito de individuos. A
notificagdo da intoxicagdo estafilocécica acaba acontecendo quando envolve um

nuamero elevado de pessoas.

Exemplo de um surto de intoxicagao alimentar estafilococica em massa ocorreu
no ano de 1998 no Estado de Minas Gerais, acometendo 4000 pessoas apés
consumirem arroz, feijdo, frango e rosbife numa festa religiosa. A manipulagcéo
inadequada e manutencdo dos alimentos a temperatura ambiente foram apontadas
como a causa (CARMO et al., 2004).

10
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1.3 SALAMES

Os produtos carneos fermentados sao historicamente considerados como o
resultado da selecao de uma microbiota diferente daquela presente na carne “in natura”
mediante adicdo de sais e submissdo ao processo de cura. A atividade lipolitica e
proteolitica destes microrganismos selecionados conferem a estes produtos
caracteristicas sensoriais peculiares de gosto, aroma, textura e cor (PEARSON e
TAUBER, 1984).

O inicio da histéria desses produtos deu-se com as chamadas linglicas que
eram compostas de pedacos de carnes temperados, salgados e embutidos em
intestinos limpos de animais, visando aumentar a durabilidade da carne que néo seria
imediatamente consumida. A fermentacao microbiana era um evento “acidental”, muitas
vezes resultante da contaminagdo das matérias-primas, utensilios e processadores pela
chamada “house-flora”. Ha registro escrito desta producao no século VII a.C. na obra
Odisséia do poeta grego Homero, e de seu consumo ja pelos povos babilbnicos, gregos
e romanos na ldade Antiga (BACUS, 1986).

Ao longo dos anos, o processo de fermentagédo dos salames foi sendo conduzido
de forma artesanal e empirica. Manipulavam-se os diversos ingredientes e matérias-
primas utilizadas na sua fabricagdo conforme as preferéncias do salameiro,
aproveitando-se as bactérias naturalmente presentes na carne, ou conseqientes da
contaminagao das matérias-primas e utensilios utilizados. Esta situagédo originou uma
grande diversidade de salames nas diferentes regides do mundo, muitas delas
emprestando seu nome aos produtos fabricados (HAMMES e KNAUF, 1994).

De um modo geral, produtos carneos fermentados como os salames podem ser

divididos em dois grandes grupos de acordo com o pH e a Aw final do produto.

O primeiro grupo compreende o0s salames ditos acidos e semi-secos, cujo
periodo de fermentagao é curto. O produto final apresenta valores de pH inferiores ou
iguais a 5,3 e valores de Aw inferiores a 0,95. O outro grupo € formado pelos salames

11
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ditos de baixa acidez e secos, como resultado de um longo periodo de fermentacdo. O
pH final do produto é ao redor de 6,0 e a Aw geralmente menor do que 0,88.
(PEARSON e GILLETT, 1999).

Em teoria, os salames brasileiros encaixam-se no grupo dito seco e de baixa
acidez (TERRA, FRIES e TERRA, 2004). Galli (citado por LOBO et al., 2001) relata que
sua producao teve origem com a imigracao italiana, comegando de forma caseira, a

qual, com o passar do tempo, originou as pequenas fabricas.

De acordo com o regulamento técnico de identidade e qualidade de salame, este
produto é definido como “produto carneo industrializado, obtido de carne suina ou suina
e bovina, adicionado de toucinho, ingredientes, embutido em envoltérios naturais e/ou
artificiais, curado, fermentado, maturado, defumado ou ndo e dessecado’. E classificado
como “produto cru, curado, fermentado, maturado e dessecado”. Para comercializagéo
sera designado salame e podera vir acompanhado de expressdes que indiqguem sua
origem ou processo de obtencdo: salame tipo italiano, salame tipo milano, salame tipo
hamburgués, salame tipo friolano, salame tipo calabrés, salame tipo alemao, salaminho
e uma série de outras denominagdes. (BRASIL, 2000).

1.3.1 A producao de salames industrialmente

A fabricacao de salames em escala industrial pode ser resumida em duas fases
principais: fermentacdo e desidratagdo. Na fase de fermentagdo ocorre a maioria das
transformacdes fisicas, bioquimicas e microbiolégicas (BERIAIN, PENA e BELLO,
1993). Isto é decorréncia da atividade microbiana com produgéo de acidos, rea¢des de
lipolise, protedlise e reducdo de nitratos (responsavel pela cor caracteristica do

produto). Assim, esta fase é de extrema importancia na medida em que esta
12
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diretamente relacionada a definicdo das caracteristicas sensoriais (cor, gosto, aroma e
textura) do salame (TERRA, 2000).

A segunda fase, de desidratagcéo, é consequéncia principalmente da fermentacao
com grande producao de acido latico. Atualmente, porém, os acidos organicos sao
comercializados e tém sido diretamente adicionados aos produtos. Ao final deste
periodo, o salame devera apresentar pH ao redor de 5,2 e atividade de agua
aproximadamente 0,87, caracterizando o final do processo. A importancia desta fase
esta na reducao da atividade de 4gua do produto final a valores (menores do que 0,88)
em que microrganismos deterioradores e patogénicos nao consigam desenvolver-se;
aumentando, deste modo, a vida de prateleira e seguranca do salame. (TERRA, 2003).
O armazenamento destes produtos podera ser feito a temperatura ambiente, sem
necessidade de refrigeracdo, ja que além da baixa Aw o produto possui uma elevada
acidez. Esta, inclusive, levaria a classificagcdo dos salames brasileiros como acidos e

nao de baixa acidez.

Ambas as fases ocorrem em camara de maturacdo dotadas de controles de
temperatura, umidade relativa e velocidade do ar.

1.3.2 Microrganismos de importancia tecnoldgica

A microbiota presente nos produtos curados e fermentados é bastante diversa,
podendo ser composta por diferentes géneros de fungos filamentosos, leveduras e
bactérias. Estudos foram feitos visando identificar tais microrganismos e a contribuicao
de cada um deles para as caracteristicas finais do produto, sendo pioneiro o estudo de
Niinivaara na Finlandia em 1955 (TERRA, 1993a). Deste modo, em meados da década
de 60 surgiram as culturas iniciadoras, ou “starter”, na tentativa de padronizar a etapa
de fermentacéo.

13
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A utilizagado de culturas “starter” tornou-se essencial ndo somente para refinar e
padronizar caracteristicas de gosto, aroma e textura dos embutidos fermentados, mas,

também, para controle de microrganismos deteriorantes e patogénicos.

Tais culturas sdo compostas por microrganismos liofilizados, geralmente mais de
uma espécie e de géneros diferentes, em um veiculo que é freqlientemente um acgucar
(TERRA, 1993b; TERRA, 2000).

Os microrganismos usados como cultivos iniciadores (starter) podem ser
agrupados em dois grandes grupos. O primeiro, composto por bactérias acido-lacticas,
€ responsavel, principalmente, pelo processo de acidificacdo e producao de compostos
como o diacetil, acidos organicos e bacteriocinas, inibidores do crescimento de
patégenos como S. aureus, Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum e
Salmonella Typhimurium (FLORES e BERMELL, 1996; DABES SANTOS e PEREIRA,
2001; LUKE, 2000; PINTO, PONSANO e HEINEMANN, 2001; TERRA, 1993a, WEBER,
1994; WILMINK, 2001).

O segundo grupo de microrganismos presentes em culturas starter compreende
os ditos flavorizantes, pois ao seu metabolismo estdo diretamente relacionados a
coloragdo, o aroma e o sabor do embutido fermentado. A este grupo pertencem
algumas espécies de estafilococos (S. carnosus e S. xylosus) e Kocuria varians,
referidos como Micrococcaceae (TERRA, FRIES e TERRA, 2004).

Com relacdo a cor do produto, a acdo dos estafilococos ocorre de duas
maneiras. A primeira delas estd relacionada ao metabolismo aerdbio facultativo desses
microrganismos que em presenca de nitrato reduzem-no a nitrito, a partir do qual se
formara éxido nitrico que reagira com o pigmento da carne, a mioglobina, para
formacao da nitrosomioglobina (PEARSON e TAUBER, 1984). Tal composto é
caracteristico de produtos curados como salames.

A outra contribuicao para a formagao de cor esta em impedir o esverdeamento
do produto, em consequéncia da formagédo de coleglobina, como resultado da reacao
do peroxido de hidrogénio com a mioglobina (FRANCIS, 1993). Isto porque, esses
microrganismos possuem a capacidade de produgao da enzima catalase que degrada o
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peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio. O peréxido de hidrogénio pode estar
presente em salames oriundo do metabolismo de algumas espécies de bactérias

laticas. E um composto extremamente indesejavel devido a sua acédo oxidante.

O peroxido de hidrogénio pode, também, reagir com lipidios da matéria-prima,
levando ao desenvolvimento de sabores indesejaveis no salame em consequéncia da
oxidacao lipidica. Aqui, novamente, os estafilococos mostram-se interessantes devido a
capacidade de producéao de catalase, agora evitando a formacao de compostos lipidicos
com gosto e aroma de rangco (HAMMES e KNAUF, 1994).

Os Staphylococcus spp. podem, ainda, contribuir para o sabor do produto final
nao apenas na medida em que impedem a formacado de compostos indesejaveis, mas,
sim, sendo responsaveis pela formacdo de compostos quimicos de sabor (aroma e
gosto) caracteristicos de salames. Estes compostos resultam da agédo de proteases e
lipases estafilococicas sobre proteinas e lipidios componentes da carne. (HAMMES e
KNAUF, 1994; LUKE, 2000; TERRA, FRIES e TERRA, 2004).

As espécies de estafilococos ja isoladas de salames, a partir de trabalhos
realizados principalmente na Europa, sdo S. saprophyticus (COPPOLA et al., 2000;
DROSINOS et al., 2005; SEAGER et al., 1986), S. epidermidis (COPPOLA et al., 2000;
KOTZEKIDOU, 1992), S. xylosus (COPPOLA et al., 2000; DROSINOS et al,
MIRALLES, FLORES e PEREZ-MARTINEZ, 1996), S. warneri (COPPOLA et al., 2000;
SEAGER et al.,, 1986) S. simulans (ARKOUDELOS, NYCHAS e SAMARAS 1998;
DROSINOS et al., KOTZEKIDOU, 1992), S. cohnii (SAMELIS et al., 1998; SEAGER et
al., 1986), S. carnosus (ARKOUDELOS, NYCHAS e SAMARAS 1998; KOTZEKIDOU,
1992) e S. chromogenes (COPPOLA et al., 2000), além de outras. A origem de tais
espécies € geralmente atribuida a pele suina e/ou humana em que tais microrganismos

compdem a microbiota natural.
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1.3.3 Microrganismos patogénicos em salames

Bactérias como Salmonella, Escherichia coli e Staphylococcus aureus sao, ha
muito tempo, conhecidas como importantes patégenos causadores de toxinfeccdes

alimentares.

Nos Estados Unidos, em outubro de 1995, ha relato de um surto de infecgao
alimentar envolvendo 26 pessoas. O alimento implicado foi um tipo de salame (“lebanon
bologna”) e o patdégeno isolado Salmonella Typhimurium (SAUER et al., 1997). No
mesmo periodo, Salmonella Typhimurium foi responsavel por 83 casos de
salmoneloses, também associados ao consumo de salames, na regidao da Lombardia na
ltalia (SODANO et al., 1998). Todavia, os salames implicados nos surtos dos Estados
Unidos e da ltdlia ndo eram de mesma proveniéncia, ambos o0s salames eram

produzidos por industrias locais de cada um dos paises.

Em 1994 foram notificados surtos de E.coli O157:H7 nos Estados Unidos

relacionados ao consumo de salame industrializado e fatiado (CDC, 1995).

Moore (2004) relata, ainda, um surto causado por L. monocytogenes, a partir do
consumo de salames, no estado da Filadélfia (EUA) na década de 80.

Embora a reducdo do pH iniba o crescimento de Escherichia coli O157:H7 e
Salmonella spp., ha registro de que tais bactérias podem se adaptar e criar resisténcia
ao 4cido latico em meio com pH 5.0 (LEYER, WANG e JOHNSON, 1995).

As etapas de fermentagdo, em que ocorre queda nos valores de pH, e de
secagem, com reducao da Aw, dos salames sao consideradas como Pontos Criticos de
Controle (PCCs), ao longo de seu processo de fabricacdo, devido a possibilidade de
crescimento de Staphylococcus enterotoxigénicos (VARNAM e EVANS, 1991).

Na década de 70 nos Estados Unidos ha registros de diversos surtos de
intoxicacao alimentar estafilococica associada ao consumo de salames (USDA, 1978,
BERGDOLL, 1992).

16



Introducéo e Reviséo de Literatura

A literatura cientifica ainda contém registros da incidéncia de Bacillus cereus e
Listeria sp. em salames comerciais da regido de Pretoria na Africa do Sul (NORTJE et
al., 1999) e Listeria monocytogenes em salames industriais brasileiros (BORGES et al.,
1999; SAKATE et al., 2003).

1.3.4 Qualidade microbiolégica de salames no Brasil

Existem poucos trabalhos brasileiros sobre qualidade microbiol6gica de salames,
sendo que estudos sobre este produto sdo, majoritariamente, da regido Sul do pais e
focando, principalmente, os salames artesanais ou de industrias regionais. Além disso,

o tipo de salame estudado é aquele denominado tipo colonial.

Magnani e colaboradores (2000) analisaram 50 amostras de salames coloniais
em Chapeco (SC) e, destas, 6,0% apresentaram Salmonella e 84% contaminacao por
E. coli.

Em estudo realizado por Lobo e colaboradores (2001) com salames coloniais na
cidade de Santa Maria (RS), das 60 amostras analisadas 66,67% foram classificadas
como improprias para o consumo. Em 65% das amostras, o numero de S. aureus
encontrado foi maior ou igual a 10® UFC/g, nimero este considerado como suficiente
para haver producao de toxina.

Um estudo realizado, também no Rio Grande do Sul, com 13 amostras de
salames artesanais coloniais revelou a presencga de coliformes fecais em mais de 50%
das amostras e também uma amostra com contagem de S. aureus da ordem de 10°
UFC/g (RITTER et al., 2003).

No ano de 2004 (VIOTT, STOLBERG e PELISSER, 2006) 12 salames coloniais
da regido do Alto Uruguai Catarinense foram analisados. Os resultados demonstraram a
presenca de E. coli em niveis acima de 1x10® NMP/g em 25% das amostras.
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Perazolli e Gelinski (2006) estudaram a qualidade microbioldgica de salames
artesanais de Arroio Trinta (SC). Foram selecionados 15 produtores rurais e de cada
um deles 45 amostras de salames coletadas. Os resultados foram insatisfatérios para
coliformes totais (100% das amostras), coliformes termotolerantes (67%), S. aureus
coagulase positiva (58%) e Salmonella spp. (7%). Além disso, a bactéria E. coli foi

isolada de 27% dos salames.

Além desses estudos com salames coloniais, existem trés outros estudos com
salames industriais. Em dois deles, apenas a presenca de Listeria monocytogenes fora
estudada.

Estudo realizado em S&o José do Rio Preto, SP, com 8 amostras de salames de
uma industria da regido demonstrou que 25% continham Salmonella sp. e outros 25%,
contagens de S. aureus da ordem de 10* UFC/g (HOFFMAN, GARCIA-CRUZ e
VINTURIM, 1997).

Borges e colaboradores (1999) analisaram um total de 81 amostras de salames
(tipo ltaliano, Milano, Friolano e Hamburgués) industrializados e comercializados na
cidade do Rio de Janeiro. L. monocytogenes fora isolada de seis amostras de salame

tipo Italiano.

O estudo de Sakate e colaboradores (2003) com 45 amostras de salames
industrializados, fatiados e embalados a vacuo demonstrou a presengca de L.

monocytogenes em 3 amostras.

Ha registro, ainda, por parte dos 6rgaos da Vigilancia Epidemioldgica, de trés
surtos de intoxicacdo alimentar estafilocécica associada a salames industriais, no
estado do Rio Grande do Sul em 1999 e, em 2000, no Parana, houve um surto de
salmonelose e o alimento implicado fora salame (SIRVETA, 2003).

A Divisao Nacional de Vigilancia Sanitaria, 6rgao do Ministério da Saude,
estabelece como Padrbes Microbiolégicos para salames a auséncia de Salmonella em
25g de amostra, maximo de 5x10° UFC/g para estafilococos coagulase positiva e
maximo de 1x10° NMP/g para coliformes & 45C (BRASIL, 2001).
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1.4 SALAMES E INTOXICAGAO ALIMENTAR ESTAFILLOCOCICA

Produtos carneos como presunto, lingliicas e salames estdo, freqlientemente,
associados a enfermidades veiculadas por alimentos. Entre estas, destaca-se a

intoxicag&o por enterotoxinas estafilocécicas.

Isto acontece devido ao fato dos salames serem produzidos com carnes cruas,
as quais naturalmente possuem uma microbiota associada, ndo havendo, em geral,
coccao ou defumacao durante o processamento (BRYAN, 1980). Outros contribuintes
de contaminacdo podem ser os utensilios e equipamentos utilizados para o

processamento, bem como os manipuladores.

Na década de 70 nos Estados Unidos ha registro de diversos surtos de
intoxicagdo alimentar estafilocécica associada ao consumo de produtos carneos
fermentados do tipo salame (CDC, 1971a, 1971b, 1971c,1975, 1979, 1980,
BERGDOLL, 1992). No Brasil, ha trés registros de surtos de intoxicagao estafilococica,
no ano de 1999, em consequéncia do consumo de salames (SIRVETA, 2002).

De acordo com o registro literario, as intoxicacdes estafilocécicas veiculadas por
salames sempre foram associadas a S. aureus, ou a elevadas contagens de
estafilococos coagulase positiva no produto. Entretanto, Nanu e Narayan (1992)
isolaram de salame trés espécies de estafilococos coagulase negativa produtoras de
SEC, enquanto ja no ano de 1971 pesquisadores dos Estados Unidos ndo conseguiram
isolar S. aureus nem estafilococos coagulase positiva de amostras de salame implicado
em um surto de intoxicacao alimentar estafilocécica (BRECKINRIDGE E BERGDOLL,
1971).

19



Objetivos

2 OBJETIVOS

v Verificar o potencial enterotoxigénico de estafilococos coagulase negativa (ECN)

presentes em salames industrializados brasileiros;
v Identificar as espécies de ECN isoladas;

v' Verificar a qualidade microbiolégica de amostras de salames com base nos padrdes
microbiol6gicos estabelecidos na legislacao brasileira.
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3 MATERIAL E METODOS

Os salames foram adquiridos em estabelecimentos comerciais de grande porte
da cidade de Campinas durante o periodo de agosto de 2004 a dezembro de 2005. O
transporte das amostras até o laboratério foi feito sob temperatura ambiente, ja que esta

era a temperatura de armazenamento destes salames nos locais de venda.

Todas as analises microbiolégicas foram realizadas no Laboratério de Toxinas
Microbianas da Faculdade de Engenharia de Alimentos (UNICAMP/ Campinas), bem
como as medigdes de pH.

As analises de Aw foram realizadas no Laborat6rio de Tecnologia de Carnes da
Faculdade de Engenharia de Alimentos (UNICAMP/ Campinas).

3.1 AMOSTRAS DE SALAME

Foram avaliadas seis (6) marcas de salames, aqui denominadas pelas letras A,
B, C, D, E e F. Todas as marcas possuiam selo do Servigo de Inspecao Federal (SIF) e
de cada uma das marcas foram analisados trés (3) lotes diferentes de produto.

Quanto ao tipo de salame, trabalhou-se com o tipo MILANO para a marca D e
ITALIANO para as demais marcas. Pretendia-se trabalhar com todos os salames de tipo
italiano, no entanto para a marca D este tipo era menos freqiiente nos estabelecimentos
comerciais.

Com relagdo ao uso de culturas “starter”, apenas os salames da marca F nao
continham no rétulo do produto a declaragdo de uso. As demais marcas sempre
continham entre seus ingredientes a expressao “cultivo bacteriano liofilizado”.

A vida de prateleira dos salames variou de acordo com o fabricante: trés (3)
meses para os salames das marcas A, D e F; quatro (4) meses para os salames das

marcas C e E e cinco (5) meses para os salames da marca B.
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Na tentativa de padronizar as determinacdes e analises dos produtos, com
prazos de validade tao diferentes, optou-se por fazé-las com os salames antes que

atingissem metade de sua vida de prateleira.

No laboratério, as amostras foram assepticamente retiradas de sua embalagem e
cortadas na quantidade requerida para cada uma das determinacbes e analises
(FIGURA 1).

De acordo com o delineamento experimental, o numero amostral foi de cinco (5)
unidades amostrais (minimo de 200g cada, pecas inteiras e embalagem inviolada) para
cada um dos trés (3) diferentes lotes de produto a serem analisados, compondo um
total de 15 pecas de salame analisadas para cada marca; e totalizando 90 unidades
amostrais para o trabalho.

O ndmero de unidades amostrais (por marca) esta de acordo com aquele
preconizado no Regulamento Técnico sobre os Padrées Microbiolégicos para Alimentos
(BRASIL, 2001). Ja o numero de diferentes lotes analisados segue aquele utilizado em
estudos prévios de caracterizagdao da microbiota de salames (DROSINOS et al., 2005;
METAXOPOULQOS, SAMELIS e PAPADELLI, 2001; PAPAMANOLI et al., 2002).

_F_

FIGURA 1: Amostras de salames.
FONTE: PEREIRA, K. S., 2005a.
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3.2 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Com o intuito de obter uma melhor caracterizacao dos salames, medi¢des de pH
e Aw do produto foram realizadas.

Além disso, o pH de salames influencia diretamente a composicao qualitativa e
quantitativa da microbiota estafilocécica do produto (BARBER e DEIBEL, 1972;
MAURIELLO et al., 2004), maior interesse deste trabalho.

3.2.1 Determinacao do pH dos salames

Para determinacdo, as amostras foram acrescidas de agua destilada na
proporcdo 1:10 (25g de amostra para 225ml de &gua destilada), feita a
homogeneizacdo e imersdao do eletrodo (potencidbmetro Corning Digital 110) até a
estabilizacdo dos valores medidos. A determinacdo de cada unidade amostral foi
realizada em triplicata (TERRA e BRAUN, 1985).

3.2.2 Determinacao da Aw dos salames

Foi realizada diretamente pela utilizagdo do aparelho AqualLab® calibrado com
solugdes de KCI, K.SO4 e agua destilada. Cada unidade amostral foi analisada em
triplicata e seguindo-se as instru¢des do fabricante do aparelho.
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3.3 ANALISES MICROBIOLOGICAS

A andlise microbiolégica visava verificar se os produtos estavam dentro do
Padréo Microbioldgico estabelecido na legislacao: auséncia de Salmonella sp. em 25¢g
de produto; maximo de 5x103 UFC/g de produto para estafilococos coagulase positiva e
108 UFC/g de produto no maximo para coliformes termotolerantes (ou a 45 )
(BRASIL, 2001).

Para enriquecimento do trabalho a contagem de bactérias laticas também foi

realizada.

A analise de cada unidade amostral foi realizada sempre em duplicata. No caso
da andlise de coliformes termotolerantes, pelo método do Numero Mais Provavel, foi
utilizada uma série de trés (3) tubos para cada uma das trés (3) diluicdes decimais.

3.3.1 Contagem de coliformes termotolerantes

O método do Numero Mais Provavel (NMP) foi utilizado para estimativa do

nuamero de coliformes termotolerantes no produto.

A primeira etapa do método consistiu na inoculagao de trés (3) aliquotas de 1ml
(de cada uma das trés diluicbes) em tubos, contendo tubos de Durhan invertidos, com
9ml de meio Lauril Tryptose Broth (LTB); perfazendo um total de nove (9) tubos. Os
tubos foram incubados durante 24-48h a 35<. Esta primeira etapa é também chamada
de teste presuntivo para analise de coliformes.

A segunda etapa do método € a que permite a expressdo do numero de
coliformes termotolerantes. A partir dos tubos positivos em meio LTB — turvagado do
meio e produgao de gas, uma algada destas amostras foi inoculada em tubos contendo

24



Material e Métodos

tubos de Durhan invertidos e caldo Bacto EC-Medium. Os tubos foram, entéao,
incubados durante 24h em banho-maria numa temperatura de 45,5C. Foram
considerados como positivos para coliformes termotolerantes aqueles tubos em que
houve turvacao do meio Bacto EC e, também, a producao de gas.

Para expressao do resultado consultou-se a tabela do NMP referente a série de
tubos utilizada (3) e diluicdo da amostra em que houve tubos positivos em meio Bacto
EC a 45,5TC (KORNACKI e JOHNSON, 2001).

3.3.2 Isolamento de Salmonella sp.

Para isolamento de Salmonella sp. o procedimento consistiu de pré-
enriquecimento em caldo lactosado com incubagdo a 35T por 24h, seguido de
enriquecimento seletivo em caldo tetrationato e caldo selenito cistina com incubagao a
35T por 24h. Na seqlUéncia, esgotamento em meio agar bismuto sulfito (BSA), agar
xilose lisina desoxicolato (XLD) e agar entérico de Hektoen (HE) com incubagéo a 35C
durante 24-48h para visualizagao de colbnias tipicas (ANDREWS et al., 2001).

Para confirmacao, as coldnias tipicas foram submetidas a triagem bioquimica em
tubos de Agar Triplice de Actcar (TSI) e Agar Lisina Ferro (LIA), incubados durante 24h
a 35<C. Nos casos de reacgdes tipicas para Salmonella sp. em TSI e/ou LIA, seguiu-se
com a realizagdo dos testes bioquimicos da série denominada IMVC (Indol, Vermelho
de Metila, Voges-Proskauer e Citrato), com incubacdo a 35C por 24-48h. Havendo
resultados indicativos de salmonela nestes testes, prosseguiu-se com os testes de
urease, dulcitol, malonato e teste sorolégico somatico e flagelar polivalente (ANDREWS
et al., 2001).
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3.3.3 Contagem _de Staphylococcus spp. coaqulase positiva, hegativa e

Micrococcus spp.

Os estafilococos coagulase positiva foram enumerados (UFC/g) por
plagueamento em superficie em meio seletivo diferencial de Baird-Parker (BP),
acrescido de gema de ovo e telurito de potassio, seguido de incubacao por a 35C
durante 24-72h. De acordo com a metodologia preconizada, um total de 1ml da diluigcdo
decimal 10" foi semeado em 3 placas (0,3 ml, 0,3ml e 0,4ml) para a total
individualizacdo das coldnias. As demais diluicdes (102 e 10®) foram inoculadas na

quantidade de 0,1ml e em duplicata.

Para contagem de estafilococos coagulase positiva (ECP) consideram-se as
colbnias tipicas: negras, brilhantes, convexas e circundadas por halo claro evidenciando
a reacgao de lecitinase (LANCETTE e BENNETT, 2001). Nao havendo colbnias tipicas
devem ser contados os diferentes tipos de coldnias que apresentaram crescimento no
meio BP.

Feita a contagem em meio BP, seguiu-se com o isolamento em meio “Brain Heart
Infusion” (BHI) sélido e liquido, de cinco colénias (de cada tipo) para cada unidade
amostral. Os isolados (25 para cada amostra de cada marca) foram incubados a 35C
por 24h, e posteriormente feita a coloragdo de Gram e teste de catalase (LANCETTE e
BENNETT, 2001).

Os isolados que se apresentaram como cocos Gram positivos e catalase positiva
foram, ainda, submetidos ao teste de coagulase em tubo. O teste consiste na adicao de
uma gota de cultura microbiana liquida a 0,5 ml de plasma de coelho (liofilizado e com
EDTA, preparado de acordo com instru¢cdes do fabricante). De acordo com a literatura,
podem ser consideradas coagulase positivas as culturas com formacao de coagulo 3+ e
4+, ou 1+ e 2+ com producado de DNAse termoresistente em agar DNA azul de toluidina
(LANCETTE e BENNETT, 2001). A Figura 2 representa esquematicamente os quatro

tipos de coagulos para a prova de coagulase em tubo.

26



Material e Métodos

FIGURA 2: Representacdo dos resultados do teste de
coagulase em tubo.
FONTE: SPERBER, W. H. e TATINI, S. R, 1975.

Os cocos Gram positivos, catalase positiva e coagulase negativa foram
submetidos ao teste de sensibilidade/resisténcia em meio contendo o antibidtico
furazolidona (20ug/ml). Isto para separar os isolados entre aqueles pertencentes ao
género Micrococcus e aqueles pertencentes ao género Staphylococcus, estes ultimos
sensiveis a furazolidona (KLOOS e SCHLEIFER, 1986). Esse método tem sido
considerado mais eficiente para separacao dos dois géneros, quando comparado ao
método de oxidacao/ fermentacao da glicose, inclusive para linhagens isoladas a partir
de alimentos (COPPOLA et al., 2000; WU, KIMURA e FUJII, 2000; VON RHEINBABEN
e HADLOK, 1981).

O procedimento para realizacdo do teste consistiu de inoculagdo de culturas
liquidas (crescimento em caldo BHI durante 24h) em placas de agar furazolidona (VON
RHEINBABEN e HADLOK, 1981) e incubacao a 35T por 2 4-48h.

Um fluxograma da andlise de Staphylococcus spp. em alimentos realizada neste
trabalho pode ser visualizado na Figura 3.

A Figura 4 ilustra o comportamento de linhagens padrdo de Staphylococcus
aureus S-6 e Micrococcus luteus (ATCC4698) em agar furazolidona (20ug/ml): ndo ha
crescimento para S. aureus, enquanto o crescimento de M. luteus pode ser percebido

pela massa celular de coloragdo amarela na placa.
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FIGURA 3: Fluxograma de andlises para identificacao de Staphylococcus spp.
FONTE: O autor.
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FIGURA 3: continuacao.
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FIGURA 4: Crescimento das linhagens padrdao em

agar furazolidona.
FONTE: PEREIRA, K. S., 2005b.

Para expressar o numero de Staphylococcus spp. coagulase positiva,
Staphylococcus spp. coagulase negativa e Micrococcus spp. procedeu-se com 0S

seguintes calculos e corre¢des a partir das cinco coldnias isoladas e testadas para cada
unidade amostral (APHA, 2001):

P
x CT xID x Fc
Cl

N® de Staphylococcusspp. Coagulase Positiva =

Onde: ECP = nimero de espécies coagulase positiva isoladas de meio BP (<5);
Cl = nimero de colbnias isoladas de meio BP (=5);

CT = contagem total de col6nias tipicas em meio BP;

ID = inverso da diluicdo em que fora feita a contagem;

Fc = fator de corregdo (=10 para inéculo de 0,1 ml) ou (=1 para inéculo de 1ml).
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ECNS
N de Staphylococcusspp. Coagulase Negativa= xCT x ID x Fc
N de Micrococcus spp. = ECNR »cT x IDxFc
Cl

Onde: ECNS = numero de espécies coagulase negativa isoladas de meio BP e sensiveis
a furazolidona (20ug/ml) (<5);

ECNR = numero de espécies coagulase negativa isoladas de meio BP e
resistentes a furazolidona (20ug/ml) (<5);

Cl = nimero de colbnias isoladas de meio BP (=5);

CT = contagem total de coldnias tipicas em meio BP;

ID = inverso da diluicdo em que fora feita a contagem;

Fc = fator de correcao (=10 para in6culo de 0,1 ml) ou (=1 para inéculo de 1ml).

Quando o numero de ECP, ECNS e/ou ECNR confirmado pelos testes de
coagulase, DNAse e sensibilidade/resisténcia a furazolidona (20ug/l) foi igual a zero, o

namero destes microrganismos foi expresso como inferior ao limite de deteccdo do
método.

3.3.4 Contagem de bactérias laticas

As bactérias laticas foram enumeradas pelo método de inéculo em profundidade
(HALL, LEDENBACH e FLOWERS, 2001) com incubacdo a 30°C por 48-72h em
atmosfera microaerdfila dentro de jarras de anaerobiose.

Foi utilizado o 4gar Man, Rogosa, Sharpe (MRS) (RANTSIOU et al., 2005)
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3.4 IDENTIFICACAO DOS MICRORGANISMOS ISOLADOS

3.4.1 Identificacao de Staphylococcus spp. coaqulase negativa

As cepas foram identificadas de acordo com os critérios descritos em manuais
como o “Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology” (KLOOS e SCHLEIFER, 1986),
“Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology” (HOLT et al., 1994), “Diagnéstico
Microbiologico — Texto e Atlas Colorido” (KONEMAN et al, 2001), “Manual of Clinical
Microbiology” (BANNERMAN, 2003) e por Cunha, Sinzato e Chalita (2004). Os
seguintes testes foram realizados:
v' Crescimento em meio Baird-Parker acrescido de gema de ovo e telurito de
potassio; coloracdo de Gram; producdo de catalase, producdo de coagulase
livre, producdo de DNAse e DNAse termoresistente e sensibilidade a
furazolidona (20ug/ml);

v Sistema API® Staph (bioMérieux SA). O sistema é composto por testes
bioquimicos padronizados e em miniatura, para identificacdo de espécies do
género Staphylococcus e Micrococcus (FIGURA 5). A positividade em cada um
dos testes do sistema corresponde a um determinado ndamero, e ao final o que
se obtém é um perfil numérico para o microrganismo que se deseja identificar. A
identificacao €, entdo, obtida confrontando-se o perfil numérico obtido com
aqueles disponiveis na base de dados do fabricante e aos quais correspondem
microrganismos identificados por género e espécie. A base de dados utilizada foi
aquela do sistema on-line APl web®. A Figura 6 ilustra a ficha para anotacéo de

resultados e insercéo na base de dados do sistema API web®;

v' Testes complementares de oxidase modificada, descarboxilagdo da ornitina,
hemdlise em agar sangue de carneiro 5%, crescimento anaerdbico em meio

tioglicolato, hidrolise da esculina, resisténcia a novobiocina (concentragdo
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FIGURA 6: Ficha para anotacao de resultados pelo uso do kit API® Staph.

FONTE: kit API® Staph.

> 1,6upg/ml), fermentacdo dos carboidratos turanose, ribose e
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3.4.2 Identificacao de Salmonella

Bastonetes Gram negativos suspeitos de serem Salmonella sp.

foram

submetidos a identificacdo pelo sistema API® 20E (bioMérieux SA) (FIGURAS 7 e 8)

(ENTIS et al.,

2001). Este sistema € constituido por provas bioquimicas padronizadas e

em miniatura, além dos testes de oxidase, motilidade e crescimento em meio

MacConkey, para identificacdo de bactérias da familia Enterobacteriaceae e demais

bastonetes Gram negativos. A identificacao é feita conforme ja descrito para o sistema

API® Staph.
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FIGURA 7: Galerias do kit API® 20E.
FONTE : http://apiweb.biomerieux.com
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FIGURA 8: Ficha para anotacio de resultados do kit API® 20E.

FONTE: kit API® 20E.
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Para caracterizacao detalhada e confirmacéao definitiva de cepas positivas para o
género Salmonella, as mesmas foram enviadas ao Laboratério de Enterobactérias do
Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ no Rio de Janeiro.

3.5 PRODUGAO DE ENTEROTOXINA ESTAFILOCOCICA, EM MEIO DE CULTURA,
PELAS ESPECIES DE ESTAFILOCOCOS COAGULASE NEGATIVA

Existem diversas metodologias descritas para cultivo de estafilococos e producao
de enterotoxinas. As mais utilizadas, ainda hoje, sdo as técnicas denominadas
“‘membrane-over-agar” e “sac culture”, ambas adequadas a posterior deteccdo por
métodos, na época disponiveis, como o “optimum sensitivity plate” (OSP) e,
posteriormente, o “microslide test method”. Os niveis de deteccdo desses meétodos
podem chegar a até 0,1ug/ml e 0,05ug/ml de enterotoxina em meio de cultura,
respectivamente (LANCETTE e BENNETT, 2001).

Os estudos de novas metodologias para detecgdo de enterotoxinas levaram ao
desenvolvimento de técnicas imunolégicas mais sensiveis como “Reversed Passive
Latex Agglutination” (RPLA) e “Enzyme Linked Immunosorbent Assay” (ELISA).
Atualmente, diversos kits comerciais possibilitam deteccdo de 0,1-2,0ng de
enteroxina/ml de fluido sobrenadante de cultura (PEREIRA et al. 1999). Deste modo,
novas metodologias de cultivo e producao de enterotoxinas vém sendo estudadas
visando-se ndo mais a otimizacdo das quantidades de EEs a serem produzidas, ja que
estdo disponiveis métodos mais sensiveis, mas, sim, dos custos e tempo requeridos

para analise.

Entretanto, apesar dos diversos estudos e publicacdes disponiveis a respeito das
diversas técnicas de cultivo para producao de enteroxinas, poucas sao oficialmente
aprovadas pelo “Food and Drug Administration” (FDA) e pela “Association of Official
Agricultural Chemists” (AOAC).
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O Unico método oficial aprovado pela AOAC e descrito no “Compendium of
Methods for the Microbiological Examination of Foods” para producédo de EEs em meio
de cultura é o “semisolid agar” (LANCETTE e BENNETT, 2001).

O cultivo em meio de cultura BHI liquido € o método para producdo de
enterotoxinas recomendado nos kits comerciais para deteccdo de EEs. Estudos de
Casman e Bennett (1963) e de Lotter e Genigeorgis (1975) ja relatavam o uso de BHI
liquido para produgcédo de enterotoxinas, mas com a necessidade de concentragcao do
sobrenadante obtido do cultivo devido a baixa sensibilidade dos métodos de detecgao.
Atualmente, alguns estudos relatam a eficiéncia do cultivo de estafilococos em BHI
liguido para produgédo de enterotoxinas, inclusive ECN, e detecgédo das EEs pelo uso de
kits comerciais sem necessidade de concentracdo do cultivo (CHOU e CHEN, 1997;
CUNHA NETO, SILVA e STAMFORD, 2002; MARIN, ROSA e CORNEJO, 1992).

Posto isto, este trabalho propde o seguinte protocolo para producdo de EEs:
ativacdo dos isolados de estafilococos coagulase negativa em meio BHI liquido (5ml)
durante 18-24h a 35T, inoculagao de 2ml desta cultura em 23 ml de meio BHI liquido
com pH 5,3 (perfazendo um total de 25ml) e incubacdo durante 48h a 35%*37C sob
agitagao a 150-170 rpm (FIGURA 9).

Trabalhou-se com o volume de 25ml, pois esta é sempre a aliquota minima a ser
tomada de um alimento para sua andlise. Além disso, as metodologias descritas no
“Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods” (APHA, 2001) e
no “Bacteriological Analytical Manual” (BAM) online (2001) consideram tal volume de
meio BHI semi-sélido 0,7% de agar e pH 5,3 para cultivo de estafilococos e producao
de enterotoxina.

A opcao por trabalhar-se com meio BHI liquido foi com intuito de submeter as
culturas a agitacdo favorecendo a aeragdo do meio e a producdo de enterotoxinas,
inclusive de linhagens pauciprodutoras (PEREIRA et al., 1991). O uso do agar semi-
sOlido nédo possibilitaria tal procedimento. A velocidade de rotacdo foi escolhida com
base em estudos prévios (CUNHA NETO, SILVA E STAMFORD, 2002; PEREIRA et al.,
1991).
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FIGURA 9: Cultivo de estafilococos para producao de
enterotoxinas.
FONTE: PEREIRA, K. S., 2005c.

3.6 DETECCAO DE ENTEROTOXINAS ESTAFILOCOCICAS

Para deteccdo foi utilizado o teste Vidas SET II® (bioMérieux SA) em que é
possivel a detecgdo das enterotoxinas A, B, C4, C,, C3, D e E com sensibilidade de até
0,05-0,1ng/g.

O fundamento desse método € a reagdo antigeno/anticorpo e é conhecido pelo
nome de ELFA (“Enzyme Linked Fluorescent Assay”) do tipo sandwich: os anticorpos
monoclonais para as EEs s&o adsorvidos numa fase sélida, e nesta sdo adicionadas as
amostras suspendidas. Em seguida, sdo acrescidos anticorpos mono e policlonais anti-

EE, porém ligados a enzima Fosfatase Alcalina (0 que se conhece por conjugado).
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Segue-se, entdo, com a adicao do substrato enzimatico, o 4 Metil Umbeliferil Fosfato (4
MUP) (FIGURA 10). Caso haja toxina na amostra havera adsor¢cdo do conjugado e
consequente hidrélise do substrato enzimatico com formacdo de umbelilferona e

emissao de fluorescéncia pela mesma.
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FIGURA 10: Esquema da ligacdo Anticorpo - EE - Conjugado (anticorpo +
fosfatase alcalina).
FONTE: Folder VIDAS SET II® bioMerieux, 2003.

Na pratica, a realiza¢do do teste é feita adicionando-se as amostras em barretes
que sao inseridos no aparelho mini VIDAS® (bioMérieux SA) (FIGURA 11). Os barretes
contém, além do orificio para inoculagdo da amostra, varias cupulas com solugdes de
lavagem, o conjugado e o substrato enzimdtico. A cada barrete inserido corresponde
um cone, que € a fase sélida onde estdao adsorvidos os anticorpos monoclonais, que
deve ser, também, inserido no aparelho. A partir deste ponto, o teste é totalmente

automatizado, sendo realizado pelo equipamento.

Os resultados da emisséo de fluorescéncia sao analisados automaticamente pelo
sistema e uma folha de resultados é impressa. Para isso, o aparelho efetua duas
medidas de fluorescéncia na cupula de leitura que contém o substrato enzimatico
(FIGURA 12). A primeira € realizada antes do substrato entrar em contato com o cone e

a segunda ap6s contato do substrato com o cone que pode ou ndo conter a enzima
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fosfatase alcalina dependendo da presenca de enterotoxina na amostra (FIGURA 13). A
diferenca entre essas duas medidas de fluorescéncia €& chamada “Relative
Fluorescence Value” (RFV). A partir do valor de RFV obtido para cada amostra o
sistema VIDAS faz a relacédo entre o RFV da amostra e 0 RFV do padrao de EE do
teste, gerando assim o Valor do Teste (VT). A partir dos valores de VT de cada amostra

os testes sdo interpretados como positivos ou negativos:

VT = RFV amostra/ RFV padréao
VT < 0,13 - RESULTADO NEGATIVO
VT > 0,13 - RESULTADO POSITIVO

FoLHA DERESLLTADOS

FIGURA 11: A esquerda vista frontal do aparelho mini VIDAS® pertencente ao
Lab. de Toxinas Microbianas — FEA/ UNICAMP e a direita cones e barretes do
kit VIDAS SET 11°.

FONTE: PEREIRA, K. S., 2005d.
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FIGURA 12: Esquema da vista lateral de um barrete do kit
VIDAS SET II°.
FONTE: BIOLAB-MERIEUX, [s.d.].
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FIGURA 13: Esquema do teste VIDAS SET I1°.
FONTE: BIOLAB-MERIEUX, [s.d.].
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3.6.1 Analise de enterotoxinas estafilococicas nos salames

A deteccao de EEs nos salames foi feita de acordo com o protocolo descrito pelo
fabricante.

Consistiu na preparacao de um extrato a partir de salame e solucao de extracao
(para produtos de charcutaria é indicado o uso agua destilada) na propor¢céao de 25g de
salame para 25 ou, no maximo, 50ml de solucéo de extragao.

Esta mistura foi triturada em stomacher até que se formasse uma pasta
homogénea. Posteriormente, ajustou-se o pH do extrato para 4,0, com HCI 5N, e
incubou-se a 18-25C durante 30 minutos. Em seguida, centrifugou-se este extrato sob
temperatura de 18-25C a 5000x g durante 15 minutos. Todo o volume de sobrenadante
foi recuperado e filtrado. Ajustou-se, entao, o pH do filirado entre 7,5 e 8,0, com NaOH
1N, e 500ul foram transferidos para os barretes do kit VIDAS Staph enterotoxin (SET)®
(bioMérieux SA). Estes barretes foram, entdo, inseridos no aparelho e realizada a
leitura; com expressao do resultado como presenca ou auséncia de enterotoxina na

amostra.

3.6.2 Deteccao de enterotoxinas estafilococicas em meio de cultura

A andlise de EEs em meio de cultura foi realizada centrifugando-se todo o

volume de meio de cultura em que foram inoculados os estafilococos.

Para extracdo de enterotoxinas a partir de meio de cultura seguiu-se o protocolo
geral de extracao indicado pelo fabricante. A temperatura de centrifugacao foi de 4C a
2000xg durante 15 minutos. Em seguida, filtrou-se o sobrenadante ajustando-se o pH
do filtrado entre 7,5 e 8,0, com NaOH 1N, quando necessario. 500ul foram transferidos

para os barretes do kit VIDAS Staph enterotoxin (SET®) (bioMérieux SA). Estes
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barretes foram inseridos no aparelho e, entdo, feita a leitura da amostra para presenga
de enterotoxinas (FIGURA 14).

2ml T
INCUBAGAO A 35C
n ‘ SOB AGITACAO(2000xg)
DURANTE 48h
CULTURA DE 1
Staphylococcus sp. 23ml DE MEIO

EM BHI LIQUIDO BHI

(24h) CENTRIFUGAGCAO DO

CULTIVO A 4 E 2000xg
DURANTE 15 MINUTOS

P FILTRACAO DO

.. S SOBRENADANTE
500ul AJUSTE DE pH DO
FILTRADO PARA 7,5-8,0
COM NaOH 1N
(SE NECESSARIO)

G Pu— ‘ ’\

INSERCAO NO APARELHO
MINI VIDAS®

FIGURA 14: Protocolo para producéo e deteccdo de enterotoxinas — VIDAS SET®.
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3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram avaliados descritivamente pelo célculo de freqiiéncias absolutas
(n), médias, desvio padrao, mediana e quartis.

As variaveis pH, bactérias laticas, Micrococcus spp. e Staphylococcus spp.
coagulase negativa, dos diferentes lotes e marcas de salames, foram avaliadas
analiticamente por testes de analise de variancia (ANOVA) ou Kruskal Wallis, segundo
distribuicdo normal ou nao, seguidos de teste de Tukey ou Mann-whitney,
respectivamente.

A variavel coliformes termotolerantes, para os lotes e as marcas de salames, foi

analisada pelo teste de Qui-quadrado e Teste exato de Fisher.

O nivel de significancia assumido foi de 5% em todo trabalho, portanto sé foi

considerado significativo se p < 0,05.

O software utilizado para analise foi o Statistical Analysis System (SAS) versao
8.2.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise estatistica sera apresentada juntamente com os resultados obtidos

experimentalmente para facilitar a visualizacao, interpretacédo e discusséo.

4.1 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente foi realizada andlise estatistica para avaliagdo da homogeneidade
entre os trés lotes das 90 unidades amostrais para as variaveis pH, contagem de
bactérias laticas, contagem de Staphylococcus spp coagulase negativa e contagem de
Micrococcus spp.

Na Tabela 1 estao contidos os valores de p obtidos para cada uma das variaveis.

TABELA 1: Valores p da comparacao entre lotes para cada uma das variaveis.

Variavel Valor-p

pH 0,5318"
Staphylococcus spp. coagulase NEGATIVA (Log de UFC/g) 0,0277M*
Micrococcus spp. (Log de UFC/g) 0,61220
Bactérias Laticas (Log de UFC/g) 0,1699?
Comparacao dos Lotes - Staphylococcus spp. coagulase

negativa(Log de UFC/qg) Valor-p

1X2 0,0174~
1X3 0,0337*
2X3 1,0000%

MWANOVA, PTeste de Kruskal Wallis, @Teste de Mann-Whitney;
*Indica diferencga estatistica.
Para as variaveis pH, contagem de bactérias laticas, contagem de Micrococcus
spp. e contagem de coliformes termotolerantes (APENDICE A), os lotes, de cada marca

de salames, apresentaram-se de maneira homogénea, ou seja, nao diferiram
estatisticamente.
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J& no que diz respeito a analise dos lotes para a variavel Staphylococcus spp
coagulase negativa foi encontrada diferenca estatisticamente significativa entre os lotes,
especificamente o lote 1 diferiu dos lotes 2 e 3, que nao diferiram ente si.

Nova andlise estatistica foi realizada para detectar em qual(is) marca(s)
encontrava(m)-se esta heterogeneidade entre lotes, sendo os lotes 2 e 3 considerados
conjuntamente. Na Tabela 2 estdo contidos os valores de p para a comparagao do lote

1 com o lote 2 e 3 de cada uma das seis marcas pelo Teste de Mann-Whitney.

TABELA 2: Valores p da comparagao entre marcas

para os lotes 1 e lotes 2 e 3 conjuntamente.

Comparacao DOS

LOTES EM CADA Valor-p
MARCA
Staphylococcus spp. coagulase NEGATIVA
(UFC/g)
A1 x A23 0.8569
B1 x B23 0.1481
C1xC23 0.0870
D1 x D23 0.8095
E1 x E23 0.0221*
F1 x F23 0.7161

*Indica diferenga estatistica.

De acordo com a tabela 2 pode-se perceber que a marca com heterogeneidade
entre lotes foi a marca E. Assim, para a variavel Staphylococcus spp. coagulase
negativa sete categorias passaram a ser consideradas para analise estatistica entre
marcas: A, B, C, D, E1, E23 e F.

Uma vez realizada a andlise de homogeneidade entre lotes, para cada uma das
variaveis, partiu-se para um estudo estatistico descritivo de cada variavel para cada
uma das seis marcas/ categorias de salames (TABELAS 3 e 4). As frequéncias
absolutas (n), médias, desvios-padrao, medianas, quartis (q) e valores minimos e

maximos para cada variavel foram calculados.
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TABELA 3: Valores p da comparacao entre marcas para cada uma das variaveis.

MARCA/ . .. Desvio- . ql . q3 .
variavel M Média padrio Min. (25%) Mediana (75%) Max. valor-p
pH
A 15 5,07 0,24 466 4,95 5,03 5,19 5,63
B 15 5,37 0,23 475 5,24 5,42 5,56 5,62
C 15 6,06 0,53 5,22 5,40 6,30 6,47 6,52 <0.0001@*
D 15 5,28 0,17 494 512 5,34 541 5,52
E 15 6,20 0,39 5,63 5,78 6,19 6,57 6,68
F 15 5,32 0,13 5,17 5,20 5,28 5,47 5,52
Log de Micrococcus spp. (UFC/g)
A 15 4,036 1,97 0,95 0,95 4,81 5,20 6,23
B 15 4,035 1,74 0,95 3,60 4,18 5,45 5,83
C 15 2,513 2,28 0,95 0,95 0,95 546 5,78 0.0006@*
D 15 5,386 1,82 0,95 5,68 5,98 6,32 6,51
E 15 4,372 1,53 0,95 4,11 5,04 530 5,86
F 15 3,592 1,59 0,95 243 3,46 5,18 6,04
Log de Bactérias Laticas (UFC/g)
A 15 6,085 0,40 5,00 5,95 6,08 6,32 6,63
B 15 6,861 0,89 5,63 6,08 6,84 7,66 8,32 s
C 15 6173 059 520 5,64 6,15 6,56 7,49 <0.0001
D 15 7,025 0,45 6,51 6,68 6,94 7,20 7,94
E 15 7,438 0,54 6,15 7,04 7,46 7,79 8,28
F 15 6,427 0,84 4,88 5,96 6,28 7,30 7,88

MANOVA, PTeste de Kruskal Wallis.
*Indica diferenca estatistica.

TABELA 4: Valores p da comparagao entre categorias para a variavel Staphylococcus
spp. coagulase negativa.

CATEGORIA/ <4, Desvio- ] ql . o . i
Variavel " Média padréio Min. (25%) Mediana g3 (75%) Max valor-p

Log de Staphylococcus spp. coagulase NEGATIVA (UFC/g)

B 15 5,12 0,80 3,78 4,42 5,30 599 6,26
C 15 6,00 0,35 518 5,86 6,00 6,26 6,49
D 15 6,02 0,27 548 5,81 6,11 6,20 6,38 <0.0001?*
E1 5 5,54 0,41 520 5,26 5,28 586 6,08
E23 10 4,73 0,72 3,08 4,51 491 515 5,68
F 15 3,63 2,23 095 0,95 3,36 548 7,88

*Indica diferenca estatistica.
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4.2 DETERMINACAO DE pH DOS SALAMES

Os valores obtidos para a medi¢cdo do pH das 90 amostras de salames estao
demonstrados na Tabela 5.

TABELA 5: Valores de pH das amostras de salames.

A

L M PH

o (0]

T S MARCAS

E T
R
A A B C D E F
1 4,99 5,48 5,22 5,18 6,10 5,17
2 5,03 5,47 5,46 5,34 5,72 5,47

1 3 5,37 5,13 5,34 5,41 6,10 5,49
4 5,29 5,25 5,31 5,34 5,95 5,47
5 5,63 5,24 5,40 5,20 5,64 5,26
1 4,95 4,75 6,52 5,42 6,61 5,27
2 4.86 5,57 6,52 4,94 6,68 5,28

2 3 4.96 5,62 6,45 5,09 5,78 5,28
4 4,97 5,35 6,47 5,48 5,63 5,29
5 4,66 5,56 6,44 5,05 6,19 5,28
1 5,19 5,57 6,51 512 6,57 517
2 513 5,42 6,30 5,41 6,48 5,52

3 3 5,12 5,24 6,28 5,52 6,43 5,20
4 5,15 5,52 6,21 5,41 6,53 5,51
5 4,85 5,30 6,43 5,28 6,65 518

Foram encontradas diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05) nos
valores de pH das marcas pelo teste de Kruskal Wallis (TABELA 3).

As marcas foram, entdo, comparadas duas a duas pelo Teste de Mann-Whitney
(APENDICE A).
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Os valores de p obtidos indicam que a marca A é diferente das cinco demais
(p< 0,05). As marcas B, D e F ndo diferem estatisticamente entre si, assim como a
marca C e E.

A variacdo nos valores de pH dos salames de uma mesma marca e entre as

diferentes marcas pode ser visualizada na Figura 15.
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FIGURA 15: Variagao dos valores de pH encontrados nas seis marcas de salames.

Os salames da marca A apresentaram, em média, os menores valores de pH
encontrados neste trabalho e os da marca E os maiores valores.

Para o parametro pH o tipo de salame néo teve influéncia estatisticamente
significativa, lembrando que o salame da marca D era tipo Milano e n&o diferiu dos

salames B e F do tipo Italiano.
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Nao ha um parametro legal para que se possa comparar com o0s valores
encontrados. Dentro do Padrao de Identidade e Qualidade de salames nao ha defini¢cao
de valor minimo nem maximo permitido para estes produtos (BRASIL, 2000). Apesar
disso, ha consenso na literatura para que este valor no produto final ndo seja maior do
que 5,4 (TERRA, 1998; TERRA, FRIES e TERRA, 2004) para garantia da qualidade

microbioldgica.

De maneira geral os salames encontravam-se com pHs préximos a 5,4, excecao
para todos os salames da marca E e todas as amostras dos lotes 2 e 3 da marca C.
Nestes salames, os valores de pH encontrados foram ao redor de 6,0. Assim, os
salames industrializados nacionais, analisados, podem ser classificados como acidos

ou de baixa acidez dependendo da marca.

Uma possivel explicacdo para os salames com pH acima daquele preconizado
na literatura nacional seria a utilizacdo de maiores quantidades de carne suina em
detrimento da carne bovina, ja que a primeira tem por caracteristica pHs mais elevados
(SAMELIS et al., 1993). Além disso, a utilizagdo de carne “Dry, Firm and Dark” (DFD)
como matéria prima também contribuiria para este aumento nos valores de pH. Este
tipo de carne é rejeitado para venda ao consumidor como carne “in natura”, mas sua
utilizacdo em salames € registrada na literatura especifica. (SAMELIS et al., 1994;
METAXOPOULOS, SAMELIS e PAPADELLI, 2001).

Outra consideracao a ser feita em relagdo aos valores de pH mais elevados dos
salames ¢é a atividade microbiana dos micrococos e estafilococos, cujo metabolismo de
proteinas contribui consideravelmente para o desenvolvimento de sabor do produto,
resultado da liberagdo de aminas e producao de aménia que podem levar ao acréscimo
nos valores de pH (LUCKE citado por SAMELIS et al., 1994).

O registro de valores de pH ao redor de 6,0 para salames € raro na literatura,
exceto para alguns salames de paises mediterraneos cujo pH pode chegar a valores de
6,2 (AYMERICH et al., 2003). Rantsiou e colaboradores (2005) pesquisando bactérias
laticas em salames italianos, hungaros e gregos registraram para o produto final valores

de pH iguais a 5,8, 5,6 e 4,8, respectivamente. Em contrapartida, os salames belgas,
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alemaes e espanhdis sao caracterizados pela elevada acidez, com pH variando entre
4,6 e 5,0 apo6s a fermentagcao (SAMELIS et al., 1994).

4.3 DETERMINACAO DE ATIVIDADE DE AGUA DOS SALAMES

Os resultados médios obtidos para medidas de Aw estdo apresentados na
Tabela 6. As temperaturas registradas durante as andlises variaram de 24,8C a
25,6C. Apenas duas unidades amostrais de um mesmo lote foram analisadas.

TABELA 6: Valores de Aw para

cada uma das seis marcas de

salames.
MARCA Aw
A 0,87
B 0,82
C 0,87
D 0,86
E 0,84
F 0,82

Os valores de atividade de agua encontrados estao em total concordancia com o
valor estabelecido pelo Padrdo de Identidade e Qualidade de salames que é de no
maximo 0,90 (BRASIL, 2000).

Infelizmente, devido as andlises ndo terem sido realizadas concomitantemente
com as demais, nada pode ser inferido com relacdo aos demais dados obtidos. A falha
temporal nas andlises de Aw ocorreu devido ao aparelho estar quebrado quando do
inicio do trabalho. Optou-se por coletar novas amostras, de cada uma das marcas, ao

50



Resultados e Discussao

final dos estudos. Foram adquiridas duas unidades amostrais pertencentes a um

mesmo lote e as andlises realizadas em triplicata.

Vale ressaltar a importancia da relacdo entre os parametros pH e Aw, que, de
maneira geral, é inversamente proporcional. Todavia, esta relacdo nao pbde ser

observada em algumas marcas de salames analisadas.

Os salames da marca A que apresentaram menores valores de pH,
apresentaram o maior valor médio de Aw; dentro do que seria esperado. No entanto, os
salames da marca C, com maiores valores de pH, apresentaram os mesmos valores de

Aw dos salames da marca A.

Os menores valores de Aw foram verificados nos salames das marcas B e F que

nao apresentaram os maiores valores de pH.

4.4 ANALISES MICROBIOLOGICAS

As tabelas de numero 7 a 12 apresentam os resultados obtidos para as
contagens de coliformes termotolerantes, ECP, ECN, bactérias laticas e isolamento de
salmonela.

Para discussdo dos resultados obtidos, 0s grupos microbianos seréao

considerados separadamente e conjuntamente a referente anélise estatistica.
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TABELA 7: Analises microbiolégicas dos salames da marca A

A MICRORGANISMOS
M M
A 50 | ,
BT 1 Samonela Colfornes.  ECP - ECN_ M’Crggg_c"“s Bacienas
A ER e (WPl (LogUFC/g) (LogUFCI0) (| oqUFcCrg) (LogUFCIg)
1 <3 <1 5,00 5,20 6,32
2 <3 <1 4,95 4,78 6,49
13 <3 <1 5,76 0,95 6,56
4 <3 <1 5,94 5,34 6,30
5 <3 <1 5,79 5,18 6,63
1 <3 <1 6,72 0,95 6,08
2 <3 <1 6,71 0,95 6,04
A 2 3 <3 <1 6,58 5,98 5,96
4 <3 <1 6,08 6,23 5,87
5 <3 <1 4,72 0,95 5,00
1 <3 <1 5,15 4,56 6,15
2 <3 <1 5,42 4,81 6,08
3 3 <3 <1 5,40 4,79 6,23
4 <1 4,88 5,04 5,62
5 - 9 <1 4,98 4,81 5,95
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TABELA 8: Analises microbiolégicas dos salames da marca B

A MICRORGANISMOS

M M

A 59 | )

2 T T Salmonella quizosr(r(n:es ] EL(J:FPC/ ] ESIL\jC/ M'Cfgggfcus Bfgttiigzs

A E A om 255 (NMP/g) (LogUFC/g) (LogUFC/a)  \ oqUFGrg) (LogUFC/g)
1 4 <1 4,56 0,95 6,45
2 <3 <1 5,34 5,15 5,93

13 4 <1 4,67 4,08 5,64

4 <3 <1 4,34 4,15 563
5 <3 <1 4,42 4,58 6,15
1 <3 <1 4,76 4,18 6,08
2 <3 <1 5,99 0,95 6,84

B 2 3 <3 <1 6,26 0,95 7,11
4 <3 <1 6,00 5,83 6,88
5 <3 <1 5,68 5,68 6,61
1 <3 <1 6,04 5,45 8,04
2 <3 <1 4,26 4,08 7,66

3 3 <3 <1 5,30 5,15 8,32

4 4 <1 3,78 3,60 7,66
5 - <3 <1 5,92 5,75 7,91
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TABELA 9: Analises microbiolégicas dos salames da marca C

A MICRORGANISMOS
Mmoo M
A g2 . 3
BT 1 Samonela Colfornes.  ECP - ECN_ M’Crggg_c"“s Bacienas
A ER e (WPl (LogUFC/g) (LogUFCI0) (| oqUFcCrg) (LogUFCIg)
1 <3 <1 5,63 5,46 6,52
2 <1 6,00 0,95 7,49
13 <1 5,61 5,45 6,56
4 <1 5,95 5,78 6,93
5 23 <1 5,86 5,68 6,67
1 23 <1 6,49 0,95 5,98
2 <3 <1 6,26 0,95 6,28
C 2 3 <1 5,18 0,95 6,23
4 <1 6,18 0,95 5,61
5 <3 <1 6,00 0,95 6,04
1 <3 <1 6,38 0,95 5,20
2 <3 <1 5,93 0,95 5,64
3 3 <3 <1 6,23 0,95 5,63
4 <3 <1 5,93 0,95 5,65
5 - <3 <1 6,40 5,78 6,15
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TABELA 10: Analises microbiolégicas dos salames da marca D

A MICRORGANISMOS

M M

A g2 . 3

2 T T Salmonelia quizosr(r(n:es ] EL(J:FPC/ ] ESIL\IC/ M’Crggg_c"“s Bfgttiigis

A R (Wb (LogUFC/g) (LogUFCI0) (| oqUFcCrg) (LogUFCIg)
1 <3 <1 6,11 5,94 6,68
2 <3 <1 6,20 0,95 6,69

13 <3 <1 5,81 5,98 6,87

4 <3 <1 6,26 0,95 6,57
5 <3 <1 5,48 5,48 6,53
1 + <3 <1 5,75 5,92 7,80
2 <3 <1 6,08 6,26 6,51

D 2 3 <1 6,15 6,32 7,15
4 <1 5,64 5,82 7,94
5 4 <1 5,86 5,68 6,94
1 <3 <1 6,15 6,34 6,68
2 <3 <1 5,86 6,04 7,15

3 3 <1 6,32 6,51 7,15

4 <1 6,20 6,38 7,52
5 - 9 <1 6,38 6,20 7,20
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TABELA 11: Analises microbiolégicas dos salames da marca E

A MICRORGANISMOS

Mo M

A 62 . 3

R T 7 Samonela Colfornes.  ECP - ECN_ M’C’S‘fgg_c"us pacenas

A ER s (NP (LogUFC/g) (LogUFCI9) (| oqUFcrg) (LogUFCIg)
- <3 < 6,08 5,48 6,08
2 - <3 <1 5,86 0,95 5,86

13 - <3 <1 5,26 4,78 5,26

4 - <3 <1 5,20 5,04 5,20
5 - <3 < 5,28 0,95 5,28
- <3 < 5,04 5,65 5,04
2 - <3 < 5,68 5,86 5,68

E 23 - <3 < 3,08 3,26 3,08
4 - <3 < 4,11 4,28 4,11
5 - <3 < 5,15 5,30 5,15
- <3 < 4,92 5,11 4,92
2 - < 4,71 4,11 4,71

33 - <1 5,20 4,60 5,21

4 - <3 < 4,90 5,08 4,90
5 - 7 < 4,51 5,11 4,51
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TABELA 12: Analises microbiolégicas dos salames da marca F

A MICRORGANISMOS
M M
A oo | )
2 T T Salmonella quizosrges ] ELcJ:;C/ ] EL(J)'L\jC/ M'Cf:gg_ccus Bf:ttliggs
a F ﬁ er?,pé’gg (ijMp/g) (LogUFC/g) (LogUFC/Y) | ogUFCrg) (LogUFC/g)
1 <3 <1 4,86 0,95 6,04
2 <3 <1 0,95 3,46 6,30
13 <3 <1 4,15 4,15 6,32
4 <3 <1 3,36 2,76 6,15
5 <3 <1 3,20 3,79 6,11
1 <3 <1 6,00 5,42 7,88
2 <3 <1 5,77 5,18 7,40
F 2 3 <3 <1 7,88 6,04 7,18
4 <3 <1 5,48 5,65 7,43
5 <3 <1 5,48 4,88 7,30
1 <3 <1 0,95 1,56 5,38
2 4 <1 0,95 3,11 4,88
3 3 <3 <1 0,95 1,98 5,81
4 <3 <1 2,51 2,51 5,96
S - <3 <1 1,95 2,43 6,28
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4.4.1 Isolamento e Identificacao de Salmonella spp.

O crescimento nos meios seletivos diferenciais foi bastante escasso. Mesmo
colénias atipicas foram isoladas e inoculadas em meio TSI e LIA, onde também
apresentaram resultados atipicos.

Apenas uma unidade amostral do lote 2 da marca D apresentou colénias tipicas
nos meios XLD e HE que se mostraram como bastonetes Gram negativos. A reacao

dos isolados nos meios TSI e LIA foi também tipico de salmonela (FIGURA 16).

FIGURA 16: Crescimento dos
isolados em meio TSI.
FONTE: PEREIRA, K. S., 2005e.

Os dois isolados foram, entdo, submetidos a série bioquimica preliminar IMVC,
para a qual se apresentaram como nao produtores de indol, metabolismo do tipo
acidos-mistos, nao produtores de acetoina e incapacidade de utilizagcao do citrato como

Unica fonte de carbono, respectivamente. Na seqiiéncia, foram realizados os testes
58



Resultados e Discussao

malonato, dulcitol e urease que foram negativos. A identificagdo das cepas pelo
sistema API® 20E (bioMérieux SA) também revelou, com 100% de probabilidade, tratar-
se de uma bactéria pertencente ao género Salmonella; especificamente Salmonella
enterica subsp. arizonae. Entretanto, o teste com antigeno Poli O (PROBAC®) foi

negativo.

Na duvida, as cepas foram, entdo, enviadas ao Laboratério de Enterobactérias
do Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ para identificacao. O laudo indicou serem duas
cepas de Salmonella enterica subespécie houtenae reagente ao antigeno O:39 e sem
reatividade aos antigenos H, apesar de apresentarem motilidade.

Diversos trabalhos, europeus, com salames relatam a auséncia desse patégeno
em salames (SAMELIS et al., 1998; METAXOPOULQOS, SAMELIS e PAPADELLI, 2001;
DROSINOS et al., 2005).

Quanto a subespécie isolada, Salmonella enterica subsp. houtenae € o primeiro
registro, na literatura, de seu isolamento a partir de salames. No Brasil, o registro de
seu isolamento é baixo. Entre 4.581 linhagens analisadas pelo Instituto Adolfo Lutz,
isoladas a partir de alimentos implicados em surtos de infec¢do alimentar, menos de 1%
eram pertencentes a essa subespécie (TAVECHIO et al., 2002).

A subespécie encontrada ndo consta na base de dados do kit API® 20E
(bioMérieux SA), dai sua identificagdo como Salmonella enterica subsp. arizonae. Além
disso, as provas de utilizacdo do malonato e de dulcitol ndo constam na série
bioquimica do kit, mas sao discriminatérias para essas duas subespécies. S. enterica
subespécie houtenae é negativa para ambos, assim como as duas cepas isoladas
(POPOFF, BOCKEMUHL, GHEESLING, 2004).
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4.4.2 Contagem de coliformes termotolerantes

A quantidade de coliformes a 45 foi classificada em < 3 e > 3 para realizacao
da analise estatistica. Os lotes e marcas foram analisados estatisticamente em relacao
a esta classificagéo.

Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os lotes,
nem entre as marcas de salames. Portanto, os lotes e as marcas podem ser

considerados homogéneos quanto & quantidade de coliformes & 45C. (APENDICE A)

Para contagem de coliformes termotolerantes o tipo do salame n&o influenciou, ja
que nao houve diferengas entre as marcas tipo ltaliano (A, B, C, E e F) e tipo Milano
(D).

O numero de coliformes encontrado para todos os salames avaliados (TABELAS
7 a 12) esteve bastante abaixo do maximo permitido pela Legislacdo (10° NMP/g),

indicando boa qualidade higiénica dos produtos.

Os resultados encontrados estdo em concordancia com aqueles ja descritos por
outros autores que analisaram a presenca de enterobactérias em salames. Samelis e
colaboradores (1998) analisaram quatro lotes de salames e obtiveram contagens de
enterobactérias inferiores a 10 UFC/g. J& nos trabalhos de Metaxopoulos, Samelis e
Papadelli (2001) e Drosinos et al. (2005) a quantidade de enterobactérias foi <10
UFC/g, assemelhando-se muito ao encontrado nesta pesquisa.

Esses resultados sdo bastante diferentes daqueles encontrados para salames
artesanais (MAGNANI et al., 2006; PERAZOLLI e GELINSKI, 2006; VIOTT, STOLBERG
e PELISSER, 2006).
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4.4.3 Contagem de bactérias laticas

Foram encontradas diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05), pelo teste
ANOVA (TABELA 3), nos valores de contagem de bactérias laticas (TABELAS 7 a 12)

das seis diferentes marcas de salames.

A Figura 17 ilustra a variagdao nas contagens de bactérias laticas dos salames de

uma mesma marca e entre as diferentes marcas.
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Figura 17: Variacdo dos valores de contagem de bactérias laticas nas seis

marcas de salames.

Para a comparacado dos valores de contagens das marcas, duas a duas, foi

utilizado o Teste de Tukey. (APENDICE A).
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A analise estatistica do parametro contagem de bactérias laticas mostrou que a

marca A juntamente com a marca E foram as que mais se diferenciaram das demais.

A marca A mostrou-se diferente de B, D, e E; nao diferindo de C e F. Ja a marca
E mostrou-se diferente de A, C e F e nao diferiu de B e D.

A marca B diferiu apenas de A e a marca F diferiu apenas de E.

Novamente, a diferenca no tipo de salame nao se refletiu no resultado das
andlises, bem como a vida de prateleira dos produtos (trés (3) meses para os salames
das marcas A, D e F; quatro (4) meses para os salames das marcas C e E e cinco (5)

meses para os salames da marca B).

Os resultados encontrados para bactérias laticas variaram de acordo com a
marca e o lote do salame analisado. Encontrou-se uma variagdo de 10° UFC/g a 108
UFC/g. Estes valores estdo, de maneira geral, abaixo daqueles encontrados em
estudos sobre microbiota natural de salames, que, para bactérias lacticas, apresentam
valores da ordem de 10" e 10® UFC/g (SAMELIS et al., 1994, COPPOLA et al., 1998,
SAMELIS et al.,, 1998, COPPOLA et al., 2000; METAXOPOULOS, SAMELIS e
PAPADELLI, 2001; COMI et al., 2005; RANTSIOU et al., 2005).

As maiores contagens de bactérias laticas, neste trabalho, foram aquelas obtidas
para os salames da marca E (maioria de 10’ UFC/g), enquanto os menores niveis
destas bactérias foram detectados nos salames da marca A. Nestes ultimos, as
contagens ndo excederam 10° UFC/g. Paradoxalmente, os menores valores de pH
foram obtidos dos salames com menores contagens de bactérias laticas (marca A),
enquanto os salames com maiores valores de pH (marca E) foram aqueles com

contagens mais elevadas de bactérias laticas.

Uma explicacdo para a baixa acidificacdo do produto, apesar da presenca
significativa das bactérias laticas, pode estar no tempo de maturacao do produto e tipo
de carboidrato adicionado para fermentagéao por estas bactérias. Sabe-se que a adigao
de carboidratos complexos ao salame levaria a uma fermentagdao mais lenta e, portanto,

haveria necessidade de um maior tempo de maturacao do produto. Caso nao se leve
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isto em conta, a tendéncia é a obtengdo de um produto final com pH mais elevado
(ACTON, DICK e NORRIS, 1977).

Para a marca B, aquela de produtos com maior vida de prateleira, foram
encontradas as maiores variacdes de valores nas contagens de bactérias laticas,10° a
108 UFC/g

Os salames da marca F surpreenderam pelos niveis de bactérias encontradas
(10° a 10" UFC/g), mas sem declaragéo de uso das culturas “starter” no rétulo de seus

salames.

A partir da coloragcdo de Gram para algumas coldnias, dos diversos salames
analisados, percebeu-se a presenca de bactérias do tipo bastonetes Gram positivos nao
esporulados e cocos Gram positivos catalase negativa. O aspecto das colénias em
meio MRS esta representado na Figura 18.

FIGURA 18: Crescimento das bactérias laticas em meio MRS.
FONTE: PEREIRA, K. S., 2005f.
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4.4.4 Contagem de Staphylococcus spp. coaqulase positiva, Staphylococcus spp.

coaqulase neqativa e Micrococcus spp.

Em nenhuma amostra de salame analisado foi detectada a presenca de ECP.
Apesar da dificuldade para interpretacdo do teste da coagulase em tubo, as culturas
foram submetidas a testes adicionais como o da DNAse e DNAse termoresistente e

repeticdes do teste de coagulase para serem confirmadas como ECN.

As variacdes nas contagens de Staphylococcus spp. coagulase negativa para as
marcas A, B, C, D e F e para E1 e E23 estao representadas na Figura 19.
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Figura 19: Variacdo dos valores de contagem de Staphylococcus spp. coagulase

negativa nas seis marcas de salames.
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Foram encontradas diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05), pelo teste
de Kruskal Wallis (TABELA 4), nos valores de contagem de ECN das seis diferentes
marcas/ categorias de salames.

A andlise estatistica das sete categorias, duas a duas, pelo teste de Mann-
Whitney (APENDICE A) mostrou que as categorias E1 e E23 diferiram, também, na
comparagao com algumas das marcas para o parametro contagem de ECN.

A categoria E23 diferiu estatisticamente das marcas A e C, ao contrario de E1.
Ambas (E1 e E23) diferiram estatisticamente de D, mas ndode B e F.

As marcas C e D apresentaram as maiores médias de contagem de
Staphylococcus spp. coagulase negativa (TABELA 4).

As elevadas contagens de ECN encontradas nos salames da marca C estdo em
concordancia com os elevados valores médios de pH encontrados nos salames da
marca. Seguindo este raciocinio, seria de se esperar as menores contagens de ECN a
partir dos salames da marca A (TABELA 3). Entretanto, isto ndo foi verificado, a marca
A diferiu apenas de E23 e F, esta ultima a que apresentou as menores médias de
contagem de ECN.

A marca B, com salames de maior vida de prateleira, diferiu estatisticamente
apenas das marcas C e D, indicando que, assim como o tipo de salame, o prazo de
validade diferenciado dos produtos néo interferiu nas contagens de ECN.

A variagdo nas contagens de ECN foi de 10° — 10" UFC/g nas diferentes
amostras. Tais resultados assemelham-se aos de Blaiotta e colaboradores (2004) ao
estudarem linglicas fermentadas tipicas da regido Sul da Itélia, inclusive
industrializadas, cujas variagdes nas populagdes de ECN foram de 10* e 10® UFC/g. No
trabalho citado, uma amostra de salame tipo Milano foi analisada e a contagem de ECN
no produto foi da ordem de 10°UFC/g e o valor de pH igual a 5,6.

A andlise de ECN em amostras de “Salami de Senise”, uma linglica fermentada
tipica da regido Sul da ltalia, revelou contagens da ordem de 10* UFC/g, semelhante ao
encontrado em nosso estudo, e valores de pH e Aw iguais a 4,6 e 0,82,
respectivamente (BARUZZI et al., 2006).
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A avaliacdo do parametro contagem de Micrococcus spp. demonstrou diferencas
estatisticamente significativas (p< 0,05), pelo teste de Kruskal Wallis (TABELA 3), nos

valores das seis diferentes marcas de salames.

A Figura 20 ilustra a variagdo das contagens de Micrococcus spp. dos salames

de uma mesma marca e entre as diferentes marcas.
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Figura 20: Variacdo dos valores de contagem de Micrococcus spp encontrados

nas seis marcas de salames.

As marcas foram, entdo, comparadas duas a duas pelo Teste de Mann-Whitney
(APENDICE A).

As maiores contagens de micrococos foram obtidas a partir dos salames da
marca D e esta marca mostrou-se diferente das outras cinco marcas. Ja as marcas A,
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B, C, E, e F nao diferem estatisticamente entre si. Para este parametro é interessante
notar a diferenciagdo dos salames tipo Milano.

O numero de estafilococos coagulase negativa e micrococos mostrou-se elevado
em todos os produtos, o que condiz com a adicao de culturas “starter” contendo tais
grupos de microrganismos. Foi interessante notar que os salames da marca F, que néao
declara uso de culturas “starter” no rétulo, apresentou elevados niveis destes mesmos

microrganismos.

As médias das contagens de ECN foram superiores as de Micrococcus spp. para
os salames de todas as marcas (TABELAS 3 e 4). A maior diferenca foi encontrada

para os salames da marca C e a menor para os salames da marca F.

Diversos trabalhos tém demonstrado essa superioridade nas contagens de
Staphylococcus spp.

No comeco da década de 90, o trabalho de Kotezidou (1992) com Basturma
(produto carneo de umidade intermediaria e tipico de paises da regiao mediterranea)
demonstrou que entre 126 linhagens isoladas 92,5% eram pertencentes ao género

Staphylococcus.

Das 140 linhagens isoladas a partir de salame artesanal grego, 80% eram
Staphylococcus de acordo com Samelis e colaboradores (1994).

A partir de salames artesanais italianos 136 linhagens foram selecionadas e 135
classificadas como Staphylococcus de acordo com Coppola e colaboradores (2000).

Ja em 2002, Papamanoli e colaboradores (2002) isolaram 91% de estafilococos
a partir de linglicas fermentadas industriais gregas, mas sem uso de cultivos

iniciadores.
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4.4.5 Isolamento de microrganismos de meio Baird-Parker

Nao foi observado crescimento de col6nias tipicas de estafilococos coagulase
positiva. As colénias que se desenvolveram em meio BP eram negras, opacas,
pequenas e poucas vezes circundadas por halo de lecitinase, evidenciado por uma
zona translucida no meio de cultura ao redor da colénia. A formacao do halo é resultado
da atividade proteolitica e lipolitica das enzimas estafilocécicas sobre os componentes
da gema de ovo. Também ndo foram verificadas diferencas consideraveis na morfologia
das mesmas.

A Figura 21 ilustra o tipo de colénias isoladas a partir de meio BP para realizagao

deste trabalho.

FIGURA 21: Crescimento de col6nias atipicas (BP).
FONTE: PEREIRA, K. S., 2005g.

De cada marca de salame um total de 75 isolados foi obtido, devido ao
isolamento de cinco colbnias para cada unidade amostral perfazendo 15 por amostra de

salame. Excec¢éo para a marca E (74 microrganismos).
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A caracterizacao prévia dos isolados consistiu de: coloracdo de Gram, teste de
catalase e teste de sensibilidade/ resisténcia a furazolidona.

O numero total e tipos de microrganismos isolados para cada marca de salame

estao indicados na Tabela 13 e propor¢ao entre eles estdo representados na Figura 22.

TABELA 13: Quantidade e tipos de microrganismos isolados de cada marca de

salame.
Ne2. de cocos N°de ba :: oﬂit es
MARCA N2 de ECN coagulase (-)/ Micrococcus Gram
catalase (-) sp.- positivos

A 54 1 19 1

B 51 1 22 1

C 66 0 9 0

D 38 1 35 1

E 40 0 33 1

F 26 0 31 18

100%+ Ay 4O
g 90%
E 80%
e 70%1
% 60%-
8 B Bastonetes Gram positivos
% 50%- O Micrococos
§ 40% O Cocos coagulase (-)/ catalase (-)
g 30% | EECN
MARCAS

FIGURA 22: Distribuicdo (%) dos microrganismos de acordo com a marca de

salame analisada.
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O meio BP foi escolhido para contagem de ECN em detrimento do meio Mannitol
Salt Agar (MSA) que é o mais usado para contagem de Micrococcaceae nos trabalhos
com fermentados carneos (COPPOLA et al.,, 2000; PAPAMANOLI et al., 2002;
SAMELIS et al.,, 1998). Isso porque, o intuito deste trabalho era o isolamento de
Staphylococcus coagulase negativa. Blaiotta e colaboradores (2004) relataram o
crescimento de Bacillus e Lactobacillus haléfilos em MSA, dando preferéncia ao
isolamento de ECN a partir de meio BP.

Em algumas marcas foram encontrados bastonetes esporulados Gram positivos,
com caracteristicas de estafilococos, isolados a partir de BP. Isso indica uma
contaminagao deste produto e a limitada seletividade do meio.

A limitacao do meio BP ja foi relatada em pesquisa com queijo Minas no Brasil,
dando énfase para o crescimento de leveduras com aparéncia de S. aureus
(NASCIMENTO, CORBIA e NASCIMENTO, 2001).

Fica, neste trabalho, relatada a problematica da seletividade do meio BP. Houve
o crescimento de Bacillus e de Micrococcus quando da analise dos salames. Fato este
bastante relevante para posteriores estudos de Staphylococcus em alimentos, ja que
apenas pela morfologia e caracteristicas das colénias em meio BP, coloragcdo de Gram
e teste de catalase ndao € possivel se fazer a distingdo entre Staphylococcus e
Micrococcus.
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4.5 ANALISE DE ENTEROTOXINAS ESTAFILOCOCICAS NAS AMOSTRAS DE
SALAMES

O resultado obtido para analise de enterotoxinas nas 90 amostras de salames

esta representado na tabela 14.

TABELA 14: Resultados das analises de EEs nas amostras de salames.

MARCA A B C D E F

Lote
i 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Amostr

a A WO N =

pa— pa— pa— pa— pa— pa— pa— p— p— p— p— pa— pa— p— p— + pa— p—

(+) — indica presenca de EE na amostra;

(=) —indica auséncia de EE na amostra.

Das 90 amostras de salames avaliadas, apenas uma apresentou-se positiva para
a presenca de enterotoxina estafilococica: a amostra de numero cinco da marca F,

pertencente ao primeiro lote avaliado.

E interessante notar que apesar de detectada a presenca de enterotoxina na
amostra, a mesma apresentou auséncia de estafilococos coagulase positiva e de ECN

produtores de enterotoxina. Podem ser aventadas duas explicagcées para este fato.

A primeira explicagdo para o ocorrido deve-se a propria limitacdo da metodologia
de contagem de ECP. Isto porque ndo hd como se trabalhar com todas as col6nias que
cresceram em meio BP. Como ja citado, é preconizada a selegdo de cinco colénias
para realizagdo dos testes adicionais. Deste modo, a cepa enterotoxigénica pode nao

ter sido uma das selecionadas e, portanto, ndo foi cultivada para produgdo de

71



Resultados e Discussao

enterotoxinas, nem mesmo identificada. Além disso a cepa enterotoxigénica pode ter
sido responséavel pela produgdo da EE no inicio do processamento do salame, ou
mesmo na matéria-prima, mas nao ter resistido ao longo do periodo de processamento

e armazenamento.

A segunda hipétese seria um resultado falso positivo pelo teste Vidas SET I1°.
Mas, James e colaboradores (2006) ao avaliarem o desempenho do kit Vidas SET 1I®
para detecgdo de EEs em alimentos experimentalmente inoculados detectaram apenas
resultados falso negativos, que ocorreram em conseqiéncia do protocolo de extracao
para produtos lacteos recomendado pelo fabricante.

Os resultados falso-positivos em testes imunolégicos, para deteccdo de EEs em
alimentos, podem ocorrer devido a presenga de enzimas, como a fosfatase alcalina e as
peroxidases, e outras proteinas, como a proteina A de algumas espécies de
estafilococos, na matriz alimenticia. Entretanto, o estudo de Vernozy-Rozand e
colaboradores (2004) analisando 1980 amostras de alimentos, entre eles salames,
indcuos e experimentalmente inoculados com EEs n&o detectou nenhum resultado falso

positivo utilizando-se do kit Vidas SET 1I® para anélise desses alimentos.

No folheto informativo que acompanha o kit Vidas SET 1I® esta relatado um (1)
resultado falso positivo para carne de rim, entre as 280 andlises de diversos tipos de
alimentos: conservas, alimentos liquidos, produtos lacteos, alimentos desidratados,
produtos carneos, etc.
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46 PRODUCAO DE ENTEROTOXINAS ESTAFILOCOCICAS PELOS
Staphylococcus sp. COAGULASE NEGATIVA ISOLADOS DE SALAMES

Os cocos isolados que se apresentaram como Gram positivos, catalase positiva,
coagulase negativa e sensiveis a furazolidona foram cultivados para verificacdo da

producado de enterotoxinas.

A Tabela 15 apresenta o numero de ECN testadas e os resultados da producao
de EEs para cada marca de salames.

TABELA 15: Resultados da producao de EEs pelos ECN.

MARCA Iin::;:ns Producéo de EE pelas linhagens
testadas POSITIVA NEGATIVA
A 53 0 =3
B 51 0 51
C 66 0 66
D 36 0 36
= 34 0 34
F 26 0 6

Para algumas marcas, pode-se observar uma diferenca entre o numero de ECN
isolados (TABELA 13) e o numero de ECN testados (TABELA 15). Isso ocorreu devido a
perda de alguns isolados devido a contaminacao por fungos ou mesmo morte durante o
armazenamento (em tubos com agar BHI sob temperatura de 4C) até que pudessem
ser realizados os cultivos para producéo de enterotoxinas.

Nenhum dos 266 ECN isolados demonstrou potencial enterotoxigénico.
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Vale ressaltar, que o cultivo das ECN para producao de enterotoxina e posterior
deteccao era sempre acompanhado do cultivo de uma cepa controle positivo (S. aureus
S-6) e uma cepa controle negativo (Micrococcus luteus ATCC4698).

O resultado da leitura das amostras pelo aparelho mini VIDAS® (bioMérieux SA)
€ dado apenas como positivo ou negativo, ndo sendo possivel a quantificagdo quando
da presenca de toxina na amostra testada.

As leituras de RFV dos controles positivos dos kits utilizados situaram-se ao
redor de 4.000 e o de VT ao redor de 0,98, lembrando que para ser considerado como
positivo o VT da amostra deve ser maior ou igual a 0,13. O RFV dos cultivos de S.
aureus S-6 situou-se ao redor de 8.000 e para VT foram verificados valores médios de
2,33. Ja os valores médios de RFV registrados para os cultivos de ECN foram ao redor
de 10,0, com maximo de 36,0, e os valores de VT iguais a 0,00; semelhantes aos
valores dos cultivos de M. luteus.

4.7 IDENTIFICAGAO DOS Staphylococcus spp. COAGULASE NEGATIVA

Nem todos os isolados de ECN cultivados para a producdo de enterotoxinas
puderam ser identificados. Isso se deveu ao fato de a identificacdo nao ter sido
realizada concomitantemente ao cultivo para producao de enterotoxinas; o que levou a
contaminagéo e, na maior parte das vezes, morte dos isolados. Essa lacuna temporal
ocorreu, principalmente, devido a falta, no pais, de alguns carboidratos e reagentes

necessarios a analise.

As espécies identificadas para cada marca de salame estao listadas na Tabela
15. A Figura15 ilustra as proporgcdes entre as diferentes espécies em cada marca de

salame.
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TABELA 16: Numero de ECN identificados e espécies para cada uma das seis marcas

de salames
Ne¢. DE ISOLADOS
MARCA  Submetidos ESPECIES IDENTIFICADAS (n2.)
a IDENTIFICADOS
identificacao
A 52 52 S. carnosus (52)
B 50 44 S. carnosus (27), S. xylosus (13),
S. warneri (4), Staphylococcus sp. (6)
C 66 66 S. xylosus (64), S. saprophyticus (1)
S. hominis subsp. hominis (1)
D 36 36 S. carnosus (33), S. lentus (2),

S. saprophyticus (1)

S. xylosus (17), S. carnosus (5),
E 34 31 S. schleiferi subsp. schleiferi (5)
S. epidermidis (3), S. sciuri (1),

Staphylococcus sp. (3)

F 23 23 S. xylosus (18), S. saprophyticus (3),
S. hominis subsp. novobiocepticus (2)

@ S. carnosus

B S. xylosus

0O s. warneri

O S. saprophyticus

@ S. hominis subsp. hominis
as. lentus

B S. schleiferi subsp. schleiferi
O S. epidemridis

B S sciuri

B S. hominis subsp.novobiocepticus
0O Staphylococcus sp.

MARCAS
|

T T T T T T T T T 1
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
PORCENTAGEM DAS ESPECIES DE ECN

FIGURA 23: Proporgdes entre as espécies de ECN de acordo com a

marca de salame analisada.
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Do total de isolados submetidos a identificacdo, nem todos puderam ser
identificados, devido a resultados pouco conclusivos nos testes bioquimicos utilizados,
sendo classificados como Staphylococcus sp. O sistema APl Staph® mostrou-se
bastante eficiente para identificacdo das espécies S. xylosus, S. carnosus e S.
schleiferi. Entretanto, possui uma base com numero de espécies restrito, devido a
diversidade de espécies de estafilococos ja descritas, havendo necessidade de recorrer
a testes bioquimicos tradicionais para uma melhor e mais confiavel caracterizacdo da
espécie. Esta limitacdo encontrada é corroborada por outros estudos (ALEXOPOULOQU
et al., 2006; CUNHA, SINZATO e CHALITA, 2004; IACUMIM et al., 2006)

A identificacdo dos ECN revelou uma concordancia entre as espécies
encontradas em salames brasileiros e aquelas isoladas de salames artesanais

europeus.

E interessante notar que os salames Brasileiros sdo industrializados e
produzidos com utilizagdo de culturas iniciadoras (a marca F ndo declara o uso no

rétulo, mas nada se pode afirmar), ao contrario dos produtos europeus.

Entre as espécies mais freqlientemente isoladas, elas diferiram de acordo com a
marca de salame analisada. Nas marcas A, B e D a espécie mais isolada foi S.
carnosus; enquanto nas marcas C, E e F S. xylosus foi mais freqiiente. Tal resultado faz
sentido, e era esperado, ja que essas sdo as espécies de estafilococos presentes em

culturas iniciadoras comercializadas no Brasil.

S. xylosus foi a espécie de ECN mais isolada a partir de linglicas fermentadas
comercializadas e produzidas na Europa (BLAIOTTA et al., 2004; COPPOLA et al.,
2000; MARTIN et al., 2006).

A espécie S. carnosus tem sido isolada de produtos carneos fermentados, mas
em numeros pouco significativos. Em alguns estudos nem consta registro de seu
isolamento (BARUZZI et al., 2006; DROSINOS et al., 2005; SAMELIS et al., 1998).

O isolamento das espécies S. lentus (PAPAMANOLI et al., 2002), S. sciuri
(PAPAMANOLI et al., 2002), S. saprophyticus (SAMELIS et al., 1998), S. warneri
(IACUMIN et al., 2006; PAPAMANOLI et al., 2002), S. hominis (PAPAMANOLI et al.,
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2002), e S. epidermidis (IACUMIN et al., 2006) a partir de embutidos fermentados ja
fora relatada.

Apesar do uso de culturas starter, a microbiota de ECN néo foi padrao entre os

salames.

Outro dado relevante foi o isolamento da espécie S. schleiferi subsp. schleiferi
cujo isolamento a partir de salames ndo consta em nenhuma das diversas literaturas
consultadas. Estudos sugerem que S. schleiferi seja habitante da microbiota axilar
humana e seu potencial de viruléncia é considerado maior do que o de outras espécies
de ECN (CALVO et al.,, 2000). No Brasil ha registro de isolamento da espécie S.
schleiferi a partir de leite cru (LAMAITA et al., 2005; STAMFORD et al., 2006). O
importante é salientar que sua presenca no alimento deve-se a manipulacao

inadequada do mesmo e condi¢des higiénicas inadequadas.

Bastonetes Gram positivos

Dos 22 bastonetes Gram positivos e catalase positiva apenas 18 puderam ser
recuperados apds o periodo de armazenagem (em agar sob refrigeracdo). Desses, 14
eram oriundos de salames da marca F e os quatro restantes foram (cada um) isolados
de amostras da marca A, B, D e E.

O procedimento para identificacao consistiu das seguintes analises:

v Coloracao de Gram e coloragao de esporos (APHA, 2001);
Teste de catalase (APHA, 2001);
Inoculagcdo em meios Manitol Egg Yolk Polimyxin (MYP) (BAM, 2001);
Teste de motilidade (BAM, 2001);

Crescimento em anaerobiose;

AN NN

Provas bioquimicas miniaturizadas dos sistemas API® 50 CHB e API® 20E
(bioMérieux SA).

Os resultados desses testes permitiram apenas a identificacdo da cepa isolada
do salame da marca A. Tratava-se de um Bacillus pumillus, de acordo com a base de
dados dos sistemas API® 50 CHB e API® 20E (bioMérieux SA) e a literatura especifica

(LOGAN e TURNBULL, 2001).
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Os demais isolados ndo cresceram nas galerias do sistema API®, sendo, assim,
identificados apenas como “Bacillus non reactive”. No “Manual of Clinical Microbiology”
(LOGAN e TURNBULL, 2001) ha descricao de espécies nonreactive aos testes
bioquimicos convencionais (miniaturizados ou nao) para identificacao de Bacillus: B.
sphaericus e B. badius.

O isolamento de Bacillus spp. a partir de salames esta bem descrito, ainda que
pouco, na literatura.

Em 1996, um trabalho realizado com lingUicas fermentadas espanholas descreve
o isolamento de B. subtilis, B. megaterium, B. pumilus e B. circulans, e atenta para a
dificuldade em trabalhar-se com a identificagdo desse grupo de microrganismos
(ENCINAS et al., 1996).

Matarante e colaboradores (2004) isolaram B. pumilus, B. amyloliquefaciens e B.
subtilis de salames europeus industriais e artesanais.

E interessante notar a auséncia de B. cereus, nesses trabalhos e nos salames
industriais brasileiros, apesar da presenca de outras espécies do género.

Baruzzi e colaboradores (2006) consideram que algumas espécies de Bacillus
estdo naturalmente associadas a salames artesanais, assim como espécies de
Staphylococcus e Micrococcus. Em especial, ressaltam a importancia de B. subtilis na
producao do Salami de Senise (um tipo de linglica fermentada do Sul da Italia).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

As espécies de estafilococos coagulase negativa isoladas a partir de salames
industrializados e fabricados no Brasil ndo apresentaram potencial enterotoxigénico,

ndo sendo, portanto, um potencial perigo para o consumidor desses produtos.

A partir disso, muito tera que ser estudado sobre metodologias para analise de
Staphylococcus e suas enterotoxinas em alimentos. Isso porque, € sabido que algumas
espécies de ECN possuem capacidade de producdo de enterotoxinas, e diante disso
alguns estudiosos defendem a andlise/ contagem de Staphylococcus spp. em alimentos
como indicador de risco microbiolégico. Por outro lado, estudos como este vém
demonstrar que tais espécies podem, também, ndo serem produtoras de enterotoxinas
e que, deste modo, a contagem de Staphylococcus spp. em alimentos poderia
superestimar o risco de intoxicagdo estafilocécica associada a determinado alimento

(como salames, por exemplo).

Métodos de analise genética de microrganismos e de deteccao de enterotoxinas
estafilococicas em alimentos necessitam de mais estudos e, principalmente, difusdo do
meio académico para os servicos de saude, vigilancia sanitaria e controle de qualidade
das industrias. Somente assim poderdao ser possiveis 0s avancos na qualidade dos
produtos e de mecanismos fiscais para garantir seguranca de alimentos no que tange a

contaminagao por enterotoxinas estafilocécicas.

Os salames industrializados brasileiros apresentam, de maneira geral, uma
higiénico-sanitaria satisfatéria, mas a presenca de Salmonella demonstra a difuséo e

importancia deste patégeno na atualidade.

79



Concluséao

6 CONCLUSAO

As principais conclusdes a partir da realizagdo deste trabalho podem ser

pontuadas como sendo:

v

As linhagens de ECN isoladas de amostras de salames industrializados
nao apresentaram potencial enterotoxigénico;

A maior freqiéncia de S. xylosus e S. carnosus nos produtos esta em
concordancia com a utilizacao de culturas iniciadoras, ja que estas sao as
duas espécies contidas em cultivos starter comerciais;

Os salames analisados ndo possuiam valores de pH tdo baixos quanto
aqueles preconizados na literatura brasileira especifica sobre o assunto;
Apesar de industrializados, ndo ha uma padronizagdo nas caracteristicas
microbiolégicas e de pH dos salames;

Os testes bioquimicos, ou seja, a caracterizagdo fenotipica para
identificacdo de ECN ¢é bastante laboriosa e as vezes apresenta
resultados pouco conclusivos;

A anadlise de Staphylococcus em alimentos pela utilizacdo de meio BP
requer cautela, ja que outros grupos de microrganismos conseguem
crescer no meio de cultura e tdo bem quanto os estafilococos;

A composi¢ao do meio BP, conforme preconizado para andlise de ECP,
permitiu um bom crescimento de ECN, ao contrario das descri¢coes
constantes nos manuais dos fabricantes;

A andlise de estafilococos enterotoxigénicos em alimentos deve ser
acompanhada da andlise de enterotoxinas estafilococicas para maior
confiabilidade dos resultados e, conseqientemente, seguranca do

consumidor.
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Apéndices

APENDICE A - Tabelas das andlises estatisticas para comparagao entre marcas/
categorias de salames

TABELA 17:

Valores de p na

comparagdo, aos pares, do parametro pH

das seis marcas de salames.

MARCAS Valor- p
AxB 0.0006*
AxC 0.0002*
AxD 0.0197*
AxE < 0,0001
AxF 0.0044*
BxC 0.0104*
BXD 0.1207
BxE < 0.0001*
BxF 0.2801
CxD 0.0024*
CxE 0.3582
CXF 0.0022*
DXE <0.0001*
D XF 0.6216
ExF <0.0001*

*Indica diferenca estatistica.

TABELA 18: Valores de p na
comparacgao dos lotes e das marcas de
salames para o parametro coliformes

termotolerantes

Coliformes a 45C
(UFC/qg)

<3 >3

n % n %

1 24 353 6 273
2 24 353 6 273 0.3819
3 20 294 10 455

Marca
A 13 19.1 2 9.1
B 12 17.6 3 13.6
C 8 11.8 7 31.8 0.1012
D 9 13.2 6 27.3
E 12 17.6 3 13.6
F 14 20.6 1 4.5
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TABELA 19:

APENDICE A — CONTINUACAO

Valores de p na

comparagdo, aos pares, do parametro

bactérias laticas das seis marcas de

salames.

MARCAS Valor- p
AxB 0.0184*
AxGC 0.9991
AxD 0.0020*
AXE <0,0001*
AxF 0.7001
BxC 0.0514
BXD 0.9825
BxE 0.1558
BxF 0.4506
CxD 0.0070*
CxE <0,0001*
CXF 0.8906
DXE 0.5062
D XF 0.1289
ExF 0.0007*

*Indica diferenca estatistica.

TABELA 20:

Valores de p na

comparagado, aos pares, do parametro

Staphylococcus spp. coagulase negativa

das sete categorias de salames.

MARCAS Valor- p
AxB 0.1462
AxGC 0.0782
AxD 0.0535
AxE1 0.8972

Ax E23 0.0175*
AxF 0.0187*
BxC 0.0090*
BxD 0.0049*
B x E1 0.5484

B x E23 0.3023
BxF 0.0533
CxD 0.9017
CxE1 0.0823

Cx E23 0.0007*
CxF 0.0016*
D x E1 0.0454*

D x E23 0.0005*
DxF 0.0011*

E1 x E23 0.0221*
E1xF 0.1122

E23 x F 0.3140

*Indica diferenca estatistica.
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APENDICE A — CONTINUACAO

TABELA 21: Valores de p na
comparagao, aos pares, do parametro
Micrococcus spp. das seis marcas de

salames.

MARCAS Valor- p
AxB 0.7098
AxGC 0.2470
AxD 0.0052*
AxE 0.8688
AxF 0.5513
BxC 0.1638
BXD 0.0028*
BxE 0.6508
BxF 0.3902
CxD 0.0009*
CxE 0.1336
CXF 0.1079
DXE 0.0026*
D XF 0.0039*
ExF 0.2156

*Indica diferencga estatistica.
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