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Resumo: As farinhas de origem animal sao excelentes fontes proteicas para o desenvolvimento do animal. No entanto, sao
suscetiveis a contaminagao por micro-organismos, destacando-se o género patogénico Salmonella. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar uma metodologia empregando a técnica do NMP na quantificagdo de Salmonella sp. e determinar o
limite de detecgao (LD). Foram utilizadas 20 amostras de farinhas de origem animal para a avaliagao da contagem de
Salmonella sp. Foi possivel quantificar a presenca de Salmonella sp. em 16 amostras, resultando em 80% do total avaliado,
com variagao de 0,3 NMP/g a >110 NMP/g. Os resultados de LD (0,23 UFC/g, 5,7 UFC/25 g) comprovam a elevada
sensibilidade do método. O LD determinado comparavel ao minimo detectavel expresso na tabela de NMP/g confere
coeréncia aos resultados - LD de 0,23 esta muito proximo do minimo de 0,3 NMP/g.
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1INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor de ra¢dao do mercado latino-americano. Segundo o Sindicato
Nacional da Indtstria de Alimentagao Animal (SINDIRACOES, 2012), foram produzidas 31,4
milhdes de toneladas de ragao no primeiro semestre de 2011.

Devido ao aumento significativo de produgao, a industria de ragdes depara-se com a
necessidade de grandes volumes de ingredientes. Em consequéncia disso, ocorre, com frequéncia,
escassez de insumos alternativos ao milho e ao farelo de soja, que sao a principal matéria-prima para
a produgao de ragado. Por esse motivo, é necessaria a busca por substitutos alternativos (BELLAVER,
2001a).

No Brasil, sao gerados milhdes de toneladas de residuos animais ndao comestiveis, oriundos
de abatedouros. Eles sdao ingredientes alternativos, com excelente fonte proteica, utilizados na
fabricagao de farinhas de origem animal pela indstria de rag¢des. Essa aplicagao contribui para
a manuten¢ao de um ambiente mais limpo e na geracao de um valor agregado significativo,
ultrapassando os R$ 2 bilhdes ao ano, incluindo, além da produgao de ragoes, outras aplicag0es,
como fabrica de sabdes, couro, tintas, entre outras (BELLAVER; ZANOTTO, 2004).

As farinhas de origem animal propiciam dietas com niveis nutricionais mais elevados,
sendo uma opgdo para suprir a deficiencia de alguns aminoacidos nos farelos de origem vegetal
(MAZUTTI, TREICHEL; DI LUCCIO, 2008).
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O processo basico de produgao de farinhas animais ocorre na retirada da umidade, trituragéao
dos residuos nao comestiveis de animais e digestao com ou sem pressao. A gordura restante &
drenada e o residuo solido € moido na forma de farinha. O processamento deve ser realizado em até
24 horas ap0s o abate, para evitar a putrefagao e oxida¢ao das gorduras (BRASIL, 2008).

Para a fabricagao de uma ragao de alta qualidade, é necessario utilizar ingredientes livres
de contaminantes. A qualidade da ragao & uma medida de controle da veiculagao de patogenos,
ja que é parte integrante da cadeia alimentar, estendendo-se do sistema de produg¢ao animal até o
consumidor (BELLAVER, 2001b).

As caracteristicas das farinhas de origem animal, devido a sua constitui¢ao, fazem-na
suscetivel a deterioragdo por micro-organismos patogenicos quando néo tratadas convenientemente.
Esse subproduto encontra-se frequentemente contaminado por patogenos, destacando-se o género
Salmonella, tornando a ragao um problema crucial na introdugao das salmonelas (ALBUQUERQUE;
ITO; MIYAJI, 1999).

O genero Salmonella & amplamente distribuido na natureza, apresentando variabilidade de
resisténcia as condigdes ambientais, sendo capaz de infectar diferentes espécies animais, entre elas
o homem (NETO; VOLPL REIS, 2003). As salmonelas pertencem a familia Enterobacteriaceae, sao
Gram negativas, anaerobias facultativas, nao formadoras de esporos e com forma de bastonetes
curtos. A temperatura d6tima de crescimento é 37 °C, sendo a minima de 5 °C e a maxima de 47 °C.
Sao bactérias termossensiveis, podendo ser destruidas se expostas entre 15 a 20 minutos a 60 °C
(FORSYTHE, 2002).

Para atender os padroes higiénicos sanitarios, as farinhas de visceras, penas e carne devem
apresentar auséncia de bactérias patogenicas, assim, Salmonella sp. deve estar ausente em 25 g
da amostra considerada (BRASIL, 2008). No caso do processamento de farinhas animais, as altas
temperaturas no momento do processamento do produto eliminam em grande parte, se nao toda,
a contaminagao bacteriana. O grande problema ocorre devido a recontaminagao das farinhas no
momento do manejo, transporte e outros fatores ambientais (JAY, 2005).

O controle microbiologico em matérias-primas das rac¢des destinadas a nutri¢ao animal &
de grande importancia, visto que a ingestdo da ragao contaminada por Salmonella sp. contribui
para toxinfec¢des nos consumidores de carne e derivados (SANTOS et al., 2000). Entretanto, existe
uma quantidade minima necessaria do micro-organismo para a ocorréncia de doenga. Essa dose
infectante pode variar em fun¢ao do organismo, do sorotipo e do tipo de alimento. Em geral, a dose
infectante varia entre 10°e 10° células/g (JAY, 2005).

Rotineiramente, nos laboratorios, somente é pesquisada a presenga de Salmonella sp., nao
levando em consideragao a quantidade do patogeno no alimento (SPRICIGO et al., 2008). O método
qualitativo nao pode ser utilizado para estimar o nivel de contaminag¢do do produto, pois, para
estabelecer estratégias de controle, é necessario quantificar o perigo. No caso de micro-organismos,
significa determinar o nimero presente no alimento analisado (ESCARTIN et al., 1995).

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a metodologia empregando a técnica
do Numero Mais Provavel aplicavel em rotina sensivel a quantificagao de Salmonella sp. em farinhas
de origem animal naturalmente contaminadas e determinar o limite de detec¢ao (LD) do método
por meio de amostras artificialmente contaminadas.
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2 MATERIAL E METODOS

Para a realizagdo do presente trabalho, foram utilizadas 20 amostras de farinhas de origem
animal naturalmente contaminadas, oriundas do Laboratdrio Unianalises, as quais foram avaliadas
qualitativamente na detec¢ao de Salmonella sp. conforme metodologia preconizada pela AFAQ
AFNOR CERTIFICATION (BIO 12/16 — 09/05) (MINI-VIDAS - BIOMERIEUX). Posteriormente,
as amostras foram submetidas ao método modificado de quantificagao proposto por Escartin e
colaboradores (1995). As analises foram realizadas entre marg¢o e maio de 2012.

A primeira etapa incluiu o enriquecimento nao seletivo, em que foram pesados 25 g de amostra
e acrescidos 225 mL de agua peptonada tamponada 1% (Oxoid, Inglaterra), homogeneizando em
Stomacher por 60 segundos. Apods realizaram-se dilui¢des em que foram utilizadas séries de nove
tubos para cada amostra. Na primeira série de trés tubos acrescentou-se 10 mL da amostra diluida
(10"), na segunda série de trés tubos contendo 9 mL de agua peptonada tamponada 1%, acrescentou-
se 1 mL da amostra diluida 10" representando, assim, 102. Nos tltimos trés tubos contendo 9 mL
de dgua peptonada tamponada 1%, primeiro diluiu-se 1 mL da amostra em 9 mL de peptona salina
(Oxoid, Inglaterra) e, desta dilui¢ao, acrescentou-se 1 mL nos trés tltimos tubos (107). Os tubos
foram incubados a 37 °C por 18 horas.

Para o enriquecimento seletivo, inocularam-se aliquotas de 0,1 mL dos tubos de
enriquecimento nao seletivo para tubos contendo 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis (RV) (BD,
Franga), as quais foram incubadas por 24 horas a 42 °C. As culturas dos caldos RV foram estriadas
em agar Xilose Lisina Tergitol-4 (XLT4) (BD, Franga) e Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) (Acumedia,
Michigan) e incubadas por 24 horas a 37 °C, respectivamente. Colonias suspeitas no meio foram
submetidas a testes bioquimicos para confirmagao do resultado.

As colonias suspeitas foram semeadas nos agares LIA (Lisina Iron Agar) (BD, Franga), SIM
(Sulphide Indol Motility) (Merck, Alemanha), TSI (Triple Sugar Iron Agar) (Merck, Alemanha)
e Ureia (Merck, Alemanha). Os isolados com resultados compativeis com Salmonella sp. foram
confirmados por meio de prova de oxidase (LB, Brasil) e aglutinagao com soro polivalente anti-O
(Probac, Brasil).

O ntimero de placas positivas para Salmonella sp. foi avaliado com base na tabela de Niimero
Mais Provavel (BAM, 1998a).

Para a determinagao do LD do método, foram contaminadas artificialmente quatro aliquotas
de 25 g de uma amostra de farinha de origem animal previamente analisada, e com auséncia de
Salmonella sp. no resultado. Para a contaminagao das aliquotas foi utilizado 1 mL das dilui¢des
seriadas de 10°a 10*® a partir da fase estacionaria de Salmonella Enteritides (ATCC 13076) em caldo
BHI (Brain Heart Infusion). As etapas seguintes da analise foram realizadas de acordo com o método
citado anteriormente.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No total, foram realizados 20 ensaios de amostras de farinhas de origem animal. Foi possivel
quantificar a presenga de Salmonella sp. em 16 amostras, resultando em 80% do total avaliado. A
variagao da contagem entre as amostras foi de 0,3 NMP/g até >110 NMP/g, conforme Tabela 1.
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Tabela 1: Resultados obtidos nas amostras de farinhas de origem animal analisadas pelo método do
Niimero Mais Provavel por grama (NMP/g)

Tubos positivos Faixa de variagao
Amostra 10" 10 103 NMP/g Minimo Maximo

1 2 0 0 0,92 0,14 3,8
2 0 0 1 03 0,02 0,96
3 3 2 1 15 3,7 42
4 2 1 0 1,5 0,37 4,2
5 0 0 0 <0,3 - 0,95
6 3 3 0 24 4,2 100
7 0 2 0 0,62 0,12 1,8
8 0 0 0 <0,3 - 0,95
9 3 2 2 21 4 43
10 3 3 3 >110 42 -
11 3 3 3 >110 42 -
12 3 3 3 >110 42 -
13 1 0 0 0,36 0,02 1,8
14 0 0 0 <0,3 - 0,95
15 3 3 2 110 18 410
16 1 1 0 0,74 0,13 2
17 3 3 3 >110 42 -
18 3 3 0 24 4,2 100
19 0 0 0 <0,3 - 0,95
20 3 2 1 15 3,7 42

Fonte: Adaptado de BAM (1998a).

Nas amostras 5, 8, 14 e 19 determinou-se NMP <0,3, correspondendo a auséencia de
crescimento nas triplicatas das trés dilui¢des analisadas, nao havendo recuperagao da bactéria nos
volumes semeados. Isso pode ter ocorrido devido a diferenga na amostragem, pois foram retiradas
aliquotas para a realizagao das analises qualitativas e, posteriormente, aliquotas para a realizagao
das analises quantitativas.

Nas aliquotas retiradas para a realizagdo das analises quantitativas das amostras 5, 8, 14
e 19 nao continha Salmonella sp. ou apresentavam concentracdes menores que 0,3NMP/g, sendo
niveis nao detectaveis pelo método de NMP. Outro fator que pode interferir sao as células que se
encontram em agrupamentos, nao homogeneamente distribuidas nas amostras contaminadas.

Shashidhar, Srivastava e Bandekar (2011) avaliaram outro método utilizando NMP,
associando Rappaport semissolido e confirmagdes com Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)
em tempo real e convencional, obtendo os mesmos resultados em comparagao com a metodologia
tradicional descrita no Bacteriological Analytical Manual (BAM, 1998b) para amostras de alimentos na
India. Resultado similar ao obtido neste trabalho, em que se obteve um percentual de equivaléncia
de 80% das amostras positivas.

Na determinag¢ao do LD do método, observou-se crescimento de colonias a partir da diluigao
(10®), equivalendo a aproximadamente 0,23 UFC/g de amostra, ou seja, 5,7 UFC em 25 g de amostra
de farinha de origem animal, conforme Tabela 2.
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Tabela 2: Relagao do nimero de células x dilui¢ao para a realizagdo da contaminagao artificial nas
aliquotas de farinha de origem animal

Cepa de Salmonella Enteritides Diluicoes N° de células
5,7 x 10° 10° 570.000.000
5,7 x 107 10 57.000.000
5,7 x 10° 10 5.700.000
57 x10° 10 570.000
5,7 x 10* 10 57.000
5,7 x 10° 10° 5.700
5,7 x 107 10 570
5,7 x 10! 107 57
5,7 x 10° 10 57

Percebe-se, pelos resultados do LD citados acima, elevada sensibilidade do método avaliado.
Comparando o resultado do LD determinado com o minimo detectavel expresso na tabela de
NMP/g, observamos coerencia nos resultados, uma vez que o LD de 0,23 esta muito proximo do
minimo de 0,3 NMP/g.

Da mesma forma, Santos et al. (2005), avaliando a presenga e a quantificacao de Salmonella
sp. em fazendas de perus na Carolina do Norte (EUA), concluiram que, apesar de a técnica por
NMP ser mais cara e trabalhosa, ela se apresentou mais sensivel do que a técnica qualitativa para
amostras de origem fecal.

Dufrenne et al. (2001) avaliaram a quantificagao de Salmonella sp. em carcagas de frango
congeladas e resfriadas pelos métodos de NMP e contagem direta em placa. Concluiram que o
método de NMP produz resultados mais proximos ao ntimero verdadeiro de organismos presentes
em uma amostra, ja que a contagem direta de Salmonella sp. em placas foi influenciada negativamente
pelo grande niimero de bactérias competidoras presentes na flora das carcagas de frango.

Borowsky (2005) contaminou artificialmente amostras de embutidos com 10!, 10* e 10° UFC
e avaliou dois métodos para a estimativa do NMP de Salmonella sp., com o objetivo de definir
aquela com melhor aplicabilidade para embutidos de carne suina. Os autor concluiu que o mesmo
método utilizado no presente trabalho, demonstrou valores médios mais proximos das quantidades
inoculadas, sendo considerado o mais adequado para analisar amostras de embutidos. Apds a
realizagdo da presente pesquisa, esse método também é considerado adequado para analisar
amostras de farinhas de origem animal.

4 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que a metodologia aplicada
empregando o NMP é eficiente e sensivel, equiparavel a técnica qualitativa de referéncia. Além
disso, apresenta a vantagem da quantificagdo da contaminagao presente nas amostras, podendo
futuramente colaborar com o estabelecimento de niveis de risco e contribuir significativamente
na implantagao de medidas de controle e verificagao na indtstria de farinhas de origem animal e
subprodutos.
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