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RESUMO - O objetivo deste estudo foi avaliar a disseminacdo de Salmonella no
processamento de salame artesanal. Foram selecionados seis diferentes pontos do
fluxograma de producdo de uma planta de processamento de pequeno porte e
coletadas 20 amostras de diferentes lotes para a realizacdo das analises
microbioldgicas, totalizando 120 amostras. Todas as amostras foram submetidas a
pesquisa de Salmonella e NMP de coliformes a 35°C e 45°C, com excec¢ao dos
condimentos, onde foi pesquisada apenas a presenca do patégeno. Além disso, nas
amostras coletadas apos a defumacéo, foi aferido o pH. Durante o processo de
producdo, a contaminac¢do por coliformes decresceu e Salmonella foi isolada em
todos os pontos do fluxograma, com excecdo da carcaca. O ponto onde houve
maior namero de amostras positivas foi apés a cura (35%). Amostras de
condimentos e salames apdés o embutimento apresentaram 20% de positividade e a
carne logo ap6s a moagem e o produto final apresentaram 10% e 5%,
respectivamente. Verificou-se que houve a disseminacdo do patégeno durante a
producdo de salame e este fato ocorreu principalmente por falhas no
processamento do alimento além de procedimentos inadequados de higienizacdo
utilizados durante as operacdes de producdo, sendo esta etapa fundamental para a
obtencéo de alimentos com qualidade microbiologica e que ndo oferecam riscos de
veiculacao de patdégenos.
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ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate the dissemination of Salmonella
in small-scale traditional salami production. Six different points of salami processing
plant were selected and 20 samples of differents batchs were collected for the
microbiological analyzes, totaling 120 samples. All samples were submitted to
coliforms 35°C and 45°C counts by MPN and Salmonella detection, except for
condiments, where only the presence of the pathogen was investigated. In addition,
in the samples collected after smoking the pH was measured. During the salami
production, the coliform counts decreased and Salmonella was isolated at all points
in the flow chart with the exception of the carcass. The point where there was the
high contamination was after healing (35%). Samples of condiments and salami
after inlay presented 20% positivity and ground meat and final product presented
10% and 5%, respectively. It was verified that there was the dissemination of the
pathogen during the production of salami and this fact occurred mainly due to
failures in the food processing besides inadequate procedures of hygiene used
during the production operations, being this fundamental step to obtain foods with
microbiological quality and which do not pose risks of pathogen transmission.
Keywords - contamination; pathogens; sausages.
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INTRODUCAO

O salame produzido em
pequenas industrias da regido Sul do
Brasil tem como caracteristicas ser um
produto embutido cru composto por
carnes suina e/ou bovina, de
fermentacdo natural e defumado. A
fermentacdo natural € uma identidade
marcante deste produto, ndo havendo
adicdo de culturas iniciadoras, sendo
responsavel pelo processo fermentativo
apenas a microbiota autéctone do
produto bem como das maos dos
manipuladores e do ambiente industrial.
O pH baixo, atividade de agua reduzida
e a adicdo de sais de cura (nitrito e
nitrato), sdo fatores que limitam a
multiplicagdo de  micro-organismos
patogénicos, tornando os embutidos
fermentados produtos de baixo risco
microbiolégico e, consequentemente,
seguros para o consumo (Toldra, 2017,
Sanz-Perea et al., 2018).

No entanto, mesmo com a
combinacéo de fatores antimicrobianos,
deve se considerar a possibilidade de
sobrevivéncia de  micro-organismos
patogénicos, uma vez que este produto
nao sofre nenhum tipo de tratamento
térmico. Quando presentes em niveis
elevados, a populacédo bacteriana pode
ser reduzida durante a fermentacdo e
maturacdo, mas pode persistir no
produto final e ter a capacidade de,
mesmo com uma baixa contagem
microbiana, causar uma infecgao
alimentar.  Diversos estudos tém
demonstrado a presenca de patdégenos
em embutidos fermentados, sendo
Salmonella frequentemente isolada
nestes tipos de produtos, uma vez que
sua distribuicdo € ubiquitaria, estando
distribuida no ambiente de
processamento de carnes (Gottardo et
al., 2011; Kuhn et al., 2011; Matrtin et al.,
2011; Zocche et al., 2011; Andreoli et
al., 2017; Bonardi et al., 2017).

A contaminagcdo por Salmonella
durante a producdo de salames pode
ocorrer em todas as etapas da

producdo. A alta prevaléncia da
contaminacdo de carcagas de suinos
durante o processo de abate (Silva et
al., 2009; Schwarz et al., 2009, Kich et
al., 2011; Colello et al., 2018) pode ser
uma das explicacbes para a presenca
deste patdgeno no produto final, além
disso, a intensa manipulacdo e
utilizacdo de equipamentos e utensilios
higienizados inadequadamente podem
servir como fontes de contaminacdo. O
consumo antes do periodo ideal de
maturacdo também tem sido relatado
como fator desencadeante de surtos
causados pela ingestdo de salames
(Luzzi et al., 2007). Outro fator que pode
levar a contaminacdo do produto final é
a utilizacao de condimentos
contaminados com Salmonella (Moreira
et al, 2009; Zhang et al, 2017,
Chitrakar et al., 2018).

Baseado nestas consideracoes, 0
objetivo deste estudo foi avaliar a
ocorréncia e disseminacgao de
Salmonella durante a producdo em
pequena escala de salame artesanal.

MATERIAL E METODOS
Coleta e preparo das amostras

Foram selecionados seis
diferentes pontos do fluxograma de
producdo de salames em uma pequena
industria localizada no Oeste do Estado
do Parana, como descrito no Quadro 1.

Foi realizado o acompanhamento
da producdo de 20 lotes distintos
produzidos em diferentes dias. De cada
lote, foi realizada a coleta de amostras
nos seis pontos do fluxograma (Quadro
1), o que totalizou 120 amostras. De
todos o0s pontos foram coletadas
guantidades de amostras suficientes
para a pesagem posterior, com excecao
da carcaca, onde foram coletados
swabs superficiais da parte interna e
externa numa area total de 50 cm?.
Todo o procedimento de coleta foi
realizado de forma asséptica e as
unidades amostrais mantidas em sacos
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plasticos estéreis e em recipiente
isotérmico até o momento das analises.

As pesagens e diluicbes das
amostras seguiram o preconizado pelo
por Bacteriological Analytical Manual
(BAM, 2016), sendo, posteriormente,
submetidas a contagem de coliformes a
35°C e 45°C pela técnica do Numero
Mais Provavel e pesquisa e identificacédo
de Salmonella.

Quadro 1 - Pontos de coleta de
amostras na linha de producdo de
salame.

Identificac&o Ponto de coleta na linha de

producéo

P1 Superficie de carcagca na
camara fria antes da desossa e
moagem

P2 Carne imediatamente apds a
moagem

P3 Condimentos antes da adic&o
ao produto;

P4 Salame ap6s o embutimento

P5 Salame apo6s a cura

P6 Salame apés a defumacéo

Analises microbioldgicas

NUumero Mais Provavel de coliformes a
35°C e 45°C

Apos a pesagem e diluicles,
aliquotas foram semeadas em série de
trés tubos contendo 9 mL do Caldo
Lauril  Sulfato  Triptose (LST) e
incubados por 48 horas a 35°C. Apés
este periodo, foram retiradas aliquotas
de LST que apresentaram reacao
positiva (turvacdo do meio e formacgao
de gas) e semeadas em Caldo Bile
Verde Brilhante 2% e em Caldo
Escherichia coli, sendo incubados a
35°C e 45°C por periodo de 48 horas,
respectivamente. Os tubos com
turvacdo do meio e producdo de gas
foram considerados positivos e o
resultado foi expresso em NMP/g de
coliformes a 35°C e 45°C de acordo
com tabela especifica (Brasil, 2003).

Pesquisa de Salmonella.

Aliquotas das amostras (25 g) e
swabs foram pré-enriquecidos em agua
peptonada tamponada a 1% (APT) e
incubados a 35°C por 24 horas. Da
mistura pré-enriquecida, foram
transferidos 0,1 mL e 1 mL para tubos
contendo 10 mL do caldo Rappaport-
Vassiliadis (RV) e 10 mL de caldo
Tetrathionato (TT), respectivamente. Os
caldos RV e TT foram incubados por
42°C/24 horas e 35°C/24 horas,
respectivamente. A partir dos caldos de
enriguecimento seletivo, foram
realizadas estrias em placas com agar
Sulfito de Bismuto (BS) e &gar Xilose-
Lisina-Desoxicolato (XLD) sendo
incubadas por 24 horas a 35°C. As
colénias tipicas em BS e XLD foram
repicadas para tubos de Lisina Iron Agar
(LIA) e Triple Sugar Iron Agar (TSI) e
incubados a 35°C por 24 horas. A partir
dos tubos que apresentaram
crescimento caracteristico de
Salmonella, testes bioquimicos (ureia,
indol, vermelho de metila, Voges-
Proskauer e citrato) e soroldgicos (soro
polivalente) foram realizados para a
confirmacédo da presenca de Salmonella
(BAM, 2016).

Sorotipificacdo de Salmonella

A identificacdo sorologica dos
isolados de Salmonella foi realizada no
laboratério de Enterobacteriaceae da
Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ),
Rio de Janeiro, Brasil.

Andlise fisico-quimica - pH

Amostras de salame (P6) foram
fragmentadas em pequenos pedagos e
depositadas em um béquer. A seguir,
foram adicionados 50 mL de agua
destilada e realizada a afericdo do pH
em pHmétro de acordo com Brasil
(2017).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela Tabela 1, é possivel
observar que as amostras, tanto da
matéria-prima quanto do produto final,
apresentaram contaminacao
consideravel de coliformes a 35°C e
45°C, sendo observada uma reducao
nas amostras coletadas logo apds a
defumacdo, porém, mesmo apods este
processo, 0 salame apresentou meédia
de NMP de coliformes a 45°C (3,34 log
NMP/g) acima do estabelecido pela
ANVISA, (Brasil, 2001). Um ponto
importante que pode explicar a
diminuicao das contagens de coliformes,
€ o0 baixo valor de pH atingido no
produto final (4,66). A fermentacao
causada por micro-organismos
autoctones da carne é responsavel pela
queda no pH obtida no salame pronto
para o consumo. Essa queda de pH,
gue funciona como barreira de protecao
para o desenvolvimento microbiano pela
interferéncia no metabolismo celular
bacteriano, ndo foi suficiente para
reduzir as contagens de coliformes a
niveis aceitaveis. Coliformes sdo grupos
de micro-organismos distribuidos no
ambiente e importantes indicadores de
contaminagdo em alimentos, desta
forma, altas contagens podem indicar
baixa qualidade de matérias-primas ou
falhas higiénicas durante a manipulacéo
e processamento da carne para a
producdo de salame.

Cabe ressaltar que, devido a
producdo em pequena escala, a
fermentacdo obtida nos salames
avaliados foi feita de forma natural, ndo
tendo sido adicionados  culturas
iniciadoras (starters), como é frequente
na producdo em escala industrial. A
fermentacdo iniciada por starters, rara
de ocorrer em salames produzidos de
maneira artesanal, fornece maior
seguranca microbiolégica ao produto,
por promover uma queda de pH
controlada. Contudo, quando
comparado com estudos que utilizaram
starters para a fermentacdo, o0s

resultados de pH foram muito
semelhantes (Ellajosyula et al., 1998;
Nightingale et al., 2006).

Com relacdo a pesquisa de
Salmonella, em todos os pontos do
fluxograma foi observada a presenca do
patdgeno, com excec¢do das amostras
coletadas das carcagas suinas (P1).
Apesar dos suinos servirem como fonte
de contaminacdo por Salmonella no
ambiente industrial e dados da literatura
demonstrarem que a prevaléncia na
carcaca suina pode variar de 0 a 20%
(Hald et al, 2003; EFSA, 2008),
nenhuma das carcacas avaliadas foi
positiva para Salmonella.

Pode-se dizer que as falhas no
processo de higienizacao dos
equipamentos e utensilios foram
importantes na contaminagdo do
produto ja que logo apés a moagem
(P2) o patdogeno foi encontrado,
observando a presenca de dois
sorotipos de Salmonella (Newport e

Panama). Praticas inadequadas de
higienizacdo de equipamentos e
superficies podem permitir a

sobrevivéncia de micro-organismos,
servindo como fonte constante de
contaminagcdo para 0s produtos no
ambiente industrial, como observado por
Reij et al. (2004). Alguns autores
suportam a ideia de que a prevaléncia
de patdgenos em salames acabados é
derivada da matéria-prima carnea
contaminada e do préprio ambiente de
manipulacdo (Gounadaki et al., 2008;
Martin et al., 2011) e um estudo
realizado por Gormley et al. (2010)
demonstraram a persisténcia de um
sorotipo de Salmonella durante em
varios lotes de embutidos, sugerindo um
processo de higienizagdo industrial
deficiente.
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Tabela 1 — Média do NUmero Mais
Provavel de coliformes a 35°C e 45°C,
frequéncia de Salmonella e sorotipos
identificados.

Ponto do

Coliformes  Coliformes
Salmonella Sorotipos de Salmonella
fluxograma 35°C 45°C

P1(n=20) 127 329 0720 [0%)  ND

P2 (n=20) 433 3,90 2/20 (10%)  Newport, Panama

P3 (n=20) NR NR 4/20 (20%) Brandenburg; S. enterica
subsp enterica (4,5:--)

P4 (n=20) 4,83 4,03 4/20 (20%) MNewport; Panama;
S.enterica subsp enterica
(4,5:--)

P5 (n=20) 4,73 4,20 7/20 (35%) Brandenburg; Newport;
Ohio; Panama;
Thyphimurium; S. enterica
subsp enterica (rugosa); S.
enterica subsp enterica
(9,12:--)

P6 (n=20) 3,75 334

120 (5%)  Mewport

NMP/cn?, MR = Nio realizada, ND = Nao foi detectado Salmonelis

INMP/cm2, NR = N&o realizada, ND =
Nao foi detectado Salmonella

No ponto 3, foram analisados os
condimentos utilizados na formulacao
dos salames. De acordo com a Tabela
1, 20% das amostras de condimentos
foram positivas para Salmonella e os
sorotipos isolados neste ponto foram
Brandenburg e S. enterica subesp
enterica sorotipo 4,5:-:-. A presenca de
Salmonella em condimentos usados na
elaboracao do salame no
estabelecimento avaliado confirma o
que foi observado por outros estudos,
que demonstraram que condimentos
(principalmente pimentas) utilizados na
formulacdo de embutidos, podem servir
de fonte de diversos micro-organismos
patogénicos (Sospedra et al.,, 2010),
entre eles Salmonella (Moreira et al.,
2009; Sagoo et al., 2009; Zhang et al.,
2017) e até mesmo como fonte de
contaminagcdo em casos de surtos de
doencas veiculadas por alimentos
(Zweifel & Stephan, 2011).

Outra questdo € que apds a
condimentacdo e embutimento (P4),
houve um aumento no numero de
amostras positivas para Salmonella,

passando de 10% em P2 (carne apds a
moagem) para 20% em P4,
demonstrando que apos a
condimentag¢ao houve um incremento na
contaminacdo. Outro fator que pode
explicar o aumento no numero de
amostras positivas € a contaminacao
cruzada proporcionada pela néo
higienizacdo correta dos equipamentos.
Neste ponto, os sorotipos de Salmonella
isolados ja tinham sido isolados em P2 e
P3, demonstrando a persisténcia destes
sorotipos no fluxo de processamento. A
contaminacdo cruzada € definida como
a transferéncia de micro-organismos
para um alimento anteriormente néo
contaminado via superficies,
equipamentos ou maos de
manipuladores e ocorre devido a falhas
nos procedimentos de higiene pré-
operacional e operacional dentro das
industrias de alimentos (Carrasco et al.,
2012).

Dos pontos avaliados, amostras
gue foram coletadas apés a cura (P5)
apresentaram maior frequéncia de
positividade para Salmonella (35%). Por
esse resultado, é possivel observar que
0 processo de cura de 72 horas e a
temperatura da camara de cura (2°C)
ndo foram  suficientes para a
manutencao da seguranca dos salames,
pelo contrario, durante o periodo de
cura, provavelmente houve uma
adaptacao do patdgeno sendo possivel
0 seu isolamento em um namero maior
de amostras.

Diversos estudos demonstraram
uma reducdo da frequéncia de
isolamento de  Salmonella  apés
processo de fermentacdo por periodos
de 24-72 horas (Ellajosyula et al., 1998,
Nightingale et al., 2006), fato nao
observado no presente estudo. A
capacidade de suportar pH abaixo de
5,0 pode explicar a alta porcentagem de
amostras positivas, além disso, a
negligéncia com os procedimentos de
higienizacdo pode ter influenciado no
aumento significativo de amostras
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contaminadas com Salmonella. Com
relacdo aos sorotipos, além dos ja
isolados em ponto anteriores, foram
verificados ainda a presenca dos
sorotipos  Ohio,  Typhimurium, S.
enterica subesp enterica (rugosa); S.
enterica subesp enterica 9,12:-:-.

Apés a defumacao (P6), houve
uma diminuicdo das amostras positivas,
neste ponto, apenas um salame (5%)
apresentou contaminacao por
Salmonella (sorotipo Newport) além da
diminuicdo das contagens de coliformes
a 35°C e 45°C. A acado combinada do
calor e da fumaca reduz eficazmente a
populacdo bacteriana da superficie do
produto, pois a superficie defumada se
converte em uma barreira quimica e
fisica bastante eficaz frente ao
crescimento e penetracdo de micro-
organismos, devido a desidratacao,
coagulacdo das proteinas e deposicado
de material resinoso por condensacao
dos formaldeidos e fendis derivados da
fumaca, resultando numa  maior
conservacdo do produto apds este
processo (Toldra, 2017). Contudo, ha de
se considerar a presenca do sorotipo
Newport no produto final uma vez que
este € um dos principais sorotipos
envolvidos em surtos em diversos
paises. Nos Estados Unidos, surtos
causados por este sorotipo ocorreram
em 2018 (333 pessoas envolvidas em
28 estados), 2017 (quatro pessoas
envolvidas em quatro estados) e 2015
(363 pessoas envolvidas em 43
estados) (CDC, 2019).

Dos isolados de Salmonella,
foram identificados oito  sorotipos
diferentes (Tabela 1). Este resultado é
importante, pois demonstrou que a
contaminacgao por diversos sorotipos na
linha de producdo avaliada é um
indicativo de origens distintas de
contaminagcdo. O ponto 5 foi o que
demonstrou uma maior variedade de
sorotipos (7 dos 8 encontrados ao longo
do processo de producgao). Apesar da
escassez de dados que demonstrem os

diversos sorotipos de Salmonella em
embutidos, alguns estudos demostram a
relacdo destes sorotipos com a carne
suina. Em estudo realizado em Santa
Catarina - Brasil, Kich et al. (2011)
demonstraram que Typhimurium foi o
mais prevalente em suinos, seguido do
sorotipo Panama, sendo este Ultimo,
considerado um sorotipo mais invasivo
para criangas podendo levar a morte por
meningite, como relatado por Chen et al.
(2005) e Choudhury et al. (2006). Kich
et al. (2007) e Schwarz et al. (2009),
também  obtiveram 0s  mesmos
resultados, demonstrando que Panama
e Typhimurium foram os sorotipos mais
isolados em suinos.

CONCLUSAO

Embora no produto final apenas
uma amostra tenha sido positiva, deve
ser ressaltado que durante a producao
houve a disseminacdo do patégeno e
gue este fato ocorreu principalmente por
falhas no processamento do alimento
além de inadequados procedimentos de
higienizacdo utilizados durante as
operagbes de producdo, sendo esta
etapa fundamental para a producdo de
alimentos com qualidade microbioldgica
e que nao oferecam riscos de
veiculacdo de patdégenos.
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