-

UNIVERSIDADE DE BRASILIA

FACULDADE DE CEILANDIA — FCE/ UNB
CURSO DE FARMACIA

PAULA ARAUJO DA COSTA

QUALIDADE MICROBIOLOGICA DA CARNE BOVINA MOIDA
COMERCIALIZADA NOS SUPERMERCADOS DE BRASILIA, DISTRITO
FEDERAL

BRASILIA, DF

2017



PAULA ARAUJO DA COSTA

QUALIDADE MICROBIOLOGICA DA CARNE BOVINA MOIDA
COMERCIALIZADA NOS SUPERMERCADOS DE BRASILIA, DISTRITO
FEDERAL

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado
como requisito parcial para obtencdo do grau de
Farmacéutico, na Universidade de Brasilia,
Faculdade de Ceilandia.

Orientador: Profa. Dra. Daniela Castilho Orsi
Co-orientador: Profa. Dra. Izabel Cristina Rodrigues da Silva

BRASILIA, DF

2017



PAULA ARAUJO DA COSTA

QUALIDADE MICROBIOLOGICA DA CARNE BOVINA MOIDA
COMERCIALIZADA NOS SUPERMERCADOS DE BRASILIA, DISTRITO
FEDERAL

BANCA EXAMINADORA

Orientadora: Profa. Dra. Daniela Castilho Orsi
(FCE/ Universidade de Brasilia)

Profa. Dra. Izabel Cristina Rodrigues da Silva
(FCE/ Universidade de Brasilia)

Prof. Msc. Daniel Oliveira Freire
(Faculdade LS)

BRASILIA, DF

2017



Agradecimentos

Gostaria de agradecer primeiramente a Deus, pois sem ele, essa jornada de onze
semestres nédo teria sido vencida, agradeco ao senhor por sempre me da forgas,
garra e determinacao diante de todos os obstaculos que surgiram durante todo esse
tempo, por ndo me permitir esmorecer quando tudo parecia perdido, tive tantos
problemas pessoais ao longo de todo meu curso, mas a tua forca em ndo me deixar
perder a fé, me fez vencer tudo, obstaculos ficaram pequenos para o tamanho da
minha fé em ti acreditando que abaixo do seu poder, tudo daria muito certo. Quando
tenho algum sonho em minha vida sou sempre guiada por ele. Esse com certeza foi
mais um sonho realizado perante a ele e com a ajuda dele, com toda certeza se
cheguei até aqui, foi por que ele me permitiu, sem a minha fé inabalavel no todo
poderoso, com certeza nao haveria chegado ao término deste curso.

Em segundo lugar de maneira alguma posso esquecer e deixar de agradecer a
melhor familia que um ser humano poderia ter, a familia maravilhosa que tenho,
aquela que é a minha base, meu apoio, aquelas pessoas fundamentais para meu
sucesso, que nunca desistiram de mim, que acreditaram em mim mesmo quando eu
mesmo achava que nado daria conta, todas as vezes em que pensei em fraquejar,
elas me rodeavam de todo amor e carinho que fosse possivel, me dizendo o tempo
todo que tudo daria certo, e deu mesmo, S&0 0s amores que me apoiam, que tem
um amor incondicional e torcem sempre pelo meu sucesso, sdo aquelas que cruzam
os dedos pra que eu realize todos os meus objetivos de vida, sem vocés familia, ndo
seria nada, nao seria ninguém. Gostaria de agradecer em especial a mulher que me
deu a vida, a mais guerreira que ja conheci e que tenho como exemplo na minha
vida, minha amada mée que sempre fez de tudo para que nunca nos faltasse nada,
que sempre batalhou para criar suas cinco filhas sozinha, mulher guerreira, seu
exemplo de forca, determinacédo e disciplina me comovem, me fazem perceber o
quanto sou especial por ter sido agraciada de ter nascido de vocé, meu amor.
Dedico a senhora essa vitéria, pois a senhora sabe de todas as dificuldades e todos
os problemas que tive que enfrentar durante minha vida académica, ndo foi facil
chegar até aqui, mas cheguei e agradeco demais pelo seu apoio, carinho, amor e
dedicacdo comigo, mesmo que de longe, com certeza, essa vitoria também é sua.
N&o mais importante gostaria de agradecer com todo meu carinho, a dedicacao e
acolhimento da professora Dra Daniela Castilho Orsi, que foi como uma mée para
mim desde o inicio, desde quando pedi que fosse minha orientadora, ela foi super
acolhedora, me ensinou, me explicou, me auxiliou o tempo todo, uma maezona,
sempre mostrando a melhor forma de trabalhar, ela que se dedicou junto comigo ao
meu trabalho de conclusdo de curso, ela me aconselhou, me ajudou e me instruiu
todas as vezes que estava insegura e quando as minhas davidas surgiam. Ela me
mostrava de forma facil e simplificada o quanto poderia executar melhor as minhas
tarefas no laboratério, ela acompanhou de perto todo o meu desenvolvimento e
evolugdo ao longo do meu trabalho final. Tenha consciéncia de que nunca
esquecerei 0 que fez por mim.

Por fim gostaria de dedicar essa monografia e agradecer também a minha co-
orientadora professora Dra lzabel Cristina Rodrigues da Silva que também me
acolheu como mae, que sempre estava disposta a ajudar quando precisdvamos
dela, que estava sempre pronta a me acalmar e tirar minhas duvidas quando elas
surgiam, gracas a ela podemos finalizar e concluir os resultados do nosso trabalho,
digo nosso porgue sem vocés nada disso teria saido da pratica e ido pro papel. Aqui
fica meu agradecimento a essas professoras magnificas, obrigada pela confianca.



RESUMO

Este estudo objetivou avaliar a qualidade microbiolégica da carne bovina moida,
considerando a importancia da comercializagdo desse produto e a sua
susceptibilidade a contaminacdo microbiolégica. Foram realizadas analises
microbiolégicas em oito amostras de carne bovina moida, adquiridas nos
supermercados de Brasilia, Distrito Federal. As andlises realizadas foram: contagem
total de bactérias mesoéfilas e psicrotréficas, determinagédo de coliformes totais e de
coliformes termotolerantes, contagem de Staphylococcus aureus, pesquisa de
Salmonella spp. e identificagdo molecular de S. aureus e de Salmonella spp. por
meio da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os resultados
mostraram que trés amostras (amostras 5, 7 e 8) apresentaram-se improprias para o
consumo devido a presenca da bactéria Salmonella spp (confirmadas
geneticamente). Das oito amostras de carne moida analisadas, cinco amostras
apresentaram contagens de psicrotréficos elevadas (valores acima de 1,0x10’
UFC/g), evidenciando condi¢cdes higiénicas deficientes no processamento ou
condicdo de refrigeracdo inadequada. A maioria das amostras (com excecdo da
amostra 8) apresentaram cepas de S. aureus, sendo que 4 amostras (amostras 2, 3,
4 e 7) apresentaram contagem de S. aureus acima de 1,0x10° UFC/g. A presenca
de S. aureus na carne moida indica condicdes higiénicas inapropriadas, por se tratar
de uma bactéria procedente de manipulacdo humana inadequada. A presenca de
bactérias Salmonella e contagens elevadas de S. aureus em algumas das amostras
analisadas séo indicadores de pouca higiene de processamento, manipulacdo e
armazenamento da carne moida, que dessa forma, pode representar risco a saude

dos consumidores.

Palavras chave: Carne bovina moida. Controle microbiolégico. Analises

moleculares.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the microbiological quality of ground beef, considering
the importance of commercialization of this product and its susceptibility to
microbiological contamination. Microbiological analyses were performed on 8
samples of ground beef commercialized in supermarkets of Brasilia, Distrito Federal.
The analyses carried out were: total count of mesophilic and psychrotrophic bacteria,
determination of total coliforms and thermotolerant coliforms, enumeration of
Staphylococcus aureus, detection of Salmonella sp. and molecular identification of S.
aureus and Salmonella sp. by the technique of polymerase chain reaction (PCR).
The results showed that three samples (samples 5, 7 and 8) were unfit for
consumption due to the presence of the bacterium Salmonella spp. (genetically
confirmed). Of the eight ground beef samples analyzed, five samples showed high
psychrotrophic counts (values above 1.0x10° CFU / g), evidencing hygienic
conditions deficient in processing or inadequate refrigeration conditions. Most of the
samples (except for sample 8) had S. aureus strains and four samples (samples 2, 3,
4 and 7) had a S. aureus count above 1.0x10% CFU / g. The presence of S. aureus in
ground beef indicates inappropriate hygienic conditions, because it is a bacterium
derived from inadequate human manipulation.The presence of Salmonella and high
counts of S. aureus in some of the samples analyzed are indicators of poor hygiene
processing, handling and storage of ground beef, which in this way, may be a hazard

to human health.

Key words: Ground beef. Microbiological control. Molecular analyzes.
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1. INTRODUCAO

1.1.Producao e consumo de carne bovina no Brasil

O Brasil ocupa, atualmente, a posicao de segundo maior produtor e de maior
exportador mundial de carne bovina. O Brasil é responsavel por 17% da producao
total mundial da carne bovina e os EUA sédo responsaveis por 19% (ABIEC, 2016). O
pais possui um rebanho de 214 milhdes de cabecas de gado distribuidos em 167
milhdes de hectares de terra, 0 maior rebanho comercial bovino do mundo (MAPA,
2016; BEEFPOINT, 2016).

A producdo de carne bovina em 2015 foi de 9,2 milhdes de toneladas
equivalente-carcaca de um total de 39,2 milhées de cabecas abatidas. A exportacao
foi de 1,9 milhdes de toneladas equivalente-carcaca, representando 19,6% da
producdo. JA& o mercado interno foi responsavel por consumir 81% da carne
produzida no Brasil em 2015, sendo o consumo per capita interno de 38,6
kg/pessoa/ano (ABIEC, 2016; BEEFPOINT, 2016; MAPA, 2016).

Dessa forma, a carne bovina € um alimento de amplo consumo em todo o
pais e esta presente na dieta da grande maioria da populacao brasileira (FERREIRA
& SIMM, 2012). A carne € uma importante fonte de proteinas de alto valor bioldgico,
vitaminas do complexo B e, especialmente as carnes vermelhas, de ferro de ampla
biodisponibilidade em comparacdo ao ferro presente em alimentos vegetais
(SANTOS et al., 2013).

Em nosso pais, a carne bovina trata-se de um produto altamente versatil,
podendo ser encontrada em diferentes cortes e apresentacdes, incluindo o seu
emprego em inameros derivados carneos. Na forma de carne moida, torna-se
popular, sendo acessivel a faixa da populacdo com menor poder aquisitivo (MARCHI
et al., 2012). Podendo ser utilizada de maneira pratica e variada, a carne moida
bovina constitui-se uma importante forma de comercializacdo de carne no varejo,
destacando-se como uma excelente fonte de proteinas de boa qualidade (SILVA et
al., 2016).

De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (BRASIL,
2003) a carne moida “é o produto carneo obtido a partir da moagem de massas
musculares de carcagcas de bovinos, seguida de imediato resfriamento ou

congelamento”. Trata-se de um produto cru, obtido a partir da moagem de massas
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musculares esqueléticas, sendo proibido o uso de tecidos inferiores como 0sso0s,
cartilagens, gordura parcial, aponeuroses, tenddes, coagulos e nodulos linfaticos.
Também nao é permitido utilizar na sua elaboracdo matéria prima oriunda de raspa

de 0ssos e carne mecanicamente separada (BRASIL, 2003).

1.2.Qualidade na producéao da carne bovina

A qualidade final da carne bovina resulta do que aconteceu com o animal
durante toda a cadeia produtiva. Devem-se assegurar procedimentos adequados de
abate, manipulacdo, transporte e armazenamento (ALVES et al., 2005). Apdés o
abate, a maturacdo da carne bovina é uma técnica normalmente usada para
melhorar as caracteristicas organolépticas da carne (maciez, sabor e suculéncia),
influenciando diretamente na sua qualidade. A maturagcado consiste na estocagem de
cortes carneos por um periodo de 15 a 21 dias em camaras com temperaturas de 0-
1°C (ANDRIGHETTO et al., 2006; MORAES & SANTOS, 2008).

ApGs o abate, a conversdo do musculo em carne ocorre a partir das fases de
pré-rigor mortis, rigor mortis e pas-rigor mortis. Portanto, as praticas pos- abate dos
animais se concretizam com uma sequéncia de processos enzimaticos no musculo
post-mortem, que levam a formacéo de acido latico e queda de pH da carne (de 7,0
para 5,5). Nesse momento, o fenébmeno do rigor mortis, também chamado de rigidez
cadavérica € iniciado, sendo considerado como uma contracdo muscular irreversivel
caracterizada pela inextensibilidade e rigidez do muasculo (ALVES et al., 2005;
ANDRIGHETTO et al., 2006).

O rigor mortis, que provoca o enrijecimento da carne, faz parte do processo
da conversdo de musculo em carne ap6s o abate dos animais. No animal abatido
(morto) cessa o transporte de oxigénio e de nutrientes do metabolismo celular para
os tecidos do corpo. Entretanto os sistemas enzimaticos ainda continuam ativos por
algum tempo. Assim a glicolise (quebra da glicose em piruvato) continua, porém no
lugar da transformacdo aerObica em energia, o muasculo agora trabalha em
condicdes anaerdbicas e transforma o piruvato em acido latico (ALVES et al., 2005).

O acumulo de acido lactico no musculo provoca uma diminuicdo do pH (de
7,0 para 5,5) e os musculos iniciam o processo de rigor mortis, onde gradativamente

sao formadas pontes cruzadas permanentes entre os filamentos de actina e miosina
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(formando o complexo actina-miosina), com contracdo da musculatura e um
enrijecimento da carne, o que corresponde ao rigor mortis. O esgotamento do ATP
e 0 abaixamento do pH impedem que o complexo actina-miosina se desfaca e que o
musculo relaxe (ALVES et al., 2005).

Na etapa de maturacdo, as enzimas proteoliticas da carne denominadas
catepsinas e calpainas realizam a protedlise dos componentes estruturais das
miofibrilas, promovendo o amaciamento “post-mortem”. A maciez da carne sera
entdo definida pelo balango entre o endurecimento induzido pelo rigor mortis e o
amaciamento durante a maturagcdo (ALVES et al., 2005; ANDRIGHETTO et al.,
2006).

Em musculos de bovinos bem alimentados e sem estresse, o valor de pH in
vivo tipico de 7,2 cai para 5,5 p6s morte. Quando os bovinos sdo acometidos de
estresse pré-abate, a reserva de glicogénio dos musculos desses animais pode ser
parcial ou totalmente exaurida. Como consequéncia, 0 estabelecimento do rigor
mortis se d& na primeira hora pos abate, mesmo antes de a carcaca ser levada a
camara fria, porque a reserva energética ndo € suficiente para sustentar o
metabolismo anaerdbio e produzir o &cido latico que abaixa o pH da carne para 5,5
ALVES et al., 2005).

A carne resultante desse processo terd pH>5,8, o que proporciona as
proteinas musculares uma alta capacidade de retencdo de 4gua e cor escura. Essa
carne terd uma vida de prateleira mais curta, pois na auséncia de acido latico, as
bactérias deteriorantes crescem em pH neutro e utilizam os aminoacidos da carne,
causando sua deterioracao precoce e a producdo de odores desagradaveis (ALVES
et al., 2005).

Outro fator importante para a manutencédo da qualidade da carne bovina é a
refrigeracdo. A carne necessita de refrigeracdo imediatamente apdés o abate,
prolongando a vida util do produto. A obrigatoriedade da refrigeracdo continua no
transporte, manipulacédo e exposicado de cortes para a venda e no armazenamento
destes cortes pelo consumidor (ANDRIGHETTO et al., 2006). O transporte da carne
bovina até o mercado varejista deve ser realizado em caminhdes com sistema de
refrigeracdo, evitando que a temperatura ultrapasse os 7°C, mantendo-se numa
faixa de 2 a 4°C (LUNDGREN et al., 2009).
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1.3.Qualidade e contaminagdo microbiolégica da carne bovina moida

Devido a sua variada composicao nutricional, elevada atividade de agua e pH
préximo da neutralidade, a carne bovina é um excelente meio para o crescimento de
microrganismos que em altas quantidades podem causar deterioracdo e risco a
saude do consumidor (FERREIRA & SIMM, 2012).

O mdasculo do animal vivo € estéril, porém, a partir do abate e do
processamento, inicia-se a sua contaminagcao por microrganismos procedentes da
pele, do trato intestinal, do meio ambiente, dos manipuladores e equipamentos e
utensilios durante o processamento. No geral, a carne apresenta uma microbiota
contaminante inicial de 10? a 10* UFC/g (ICMSF, 2005).

Entre os microrganismos deteriorantes de produtos carneos destacam-se 0s
Gram-negativos como Pseudomonas, que crescem na superficie do alimento e os
Gram-positivos como as bactérias lacticas, que predominam no seu interior. Faz
parte também da microbiota deteriorante Shewanella, familia Enterobacteriaceae,
clostridios psicrotroficos, leveduras e fungos filamentosos (ICMSF, 2005).

As carnes moidas originérias de varios cortes e manipuladas excessivamente
podem conter altos niveis de contamina¢do microbiana. A carne moida tem uma
grande superficie de contato, o que contribui para o aumento da flora microbiana.
Essa maior superficie favorece o crescimento de bactérias aerbbias, que
frequentemente causam a deterioracéo das carnes (JAMES, 2005).

No caso da carne moida, a moagem ¢é o fator adicional que pode favorecer a
contaminacao e a multiplicacdo de microrganismos. Os fatores que mais colaboram
com o aumento da contaminagédo da carne moida sdo o uso de equipamentos mal
higienizados, bancadas sujas, presenca de bactérias no moedor pela falta de
limpeza ou os préprios manipuladores que, pela falta de informacao ou negligéncia,
acabam por transmitir bactérias a carne moida (DIAS et al., 2008).

Os manipuladores representam um possivel veiculo de contaminacdo da
carne. Este fato exige grande atencéo e dedicacdo a esses profissionais, para que
os habitos de higiene sejam obedecidos, uma vez que a higiene € fundamental para
garantir a boa qualidade dos produtos. A utilizacdo de equipamentos de protecao
individual por parte dos trabalhadores que manipulam produtos de origem animal
deve ter um carater continuo, enfatizando a necessidade da higiene e saude dos

manipuladores de alimentos. Esta educacdo deve salientar a importancia da boa
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qualidade das matérias primas, a higiene das instalacdes, utensilios, moedores e
dos métodos de preparo da carne moida (ABRAHAO, NOGUEIRA & MALLUCELI,
2005).

A higienizacdo dos equipamentos e utensilios deve ser realizada de forma
rigorosa para que estes ndo se transformem em potenciais riscos de transmisséo de
microrganismos devido ao acumulo de matéria organica que acaba levando a
formacéo de biofilme. Em alguns estabelecimentos comerciais, 0 moedor de carne,
as facas destinadas ao corte e os utensilios do estoque raramente sdo limpos com o
cuidado e a frequéncia necessarios para prevenir o aumento do numero de
microrganismos (JAMES, 2005).

1.4.Microrganismos patogénicos na carne moida

As doencas transmitidas por alimentos (DTAs) sdo causadas por agentes
bioldgicos (bactérias, fungos, virus, parasitas e toxinas produzidas por estes), 0s
quais penetram no organismo humano através da ingestdo de agua ou alimentos
contaminados. Os alimentos contaminados podem se apresentar aparentemente
inofensivos, apresentando odor e sabor normais, dificultando por parte do
consumidor identificar qual alimento poderia estar contaminado (FRANCO e
LANDGRAF, 2008).

A maioria dos surtos de DTA é decorrente do consumo de alimentos crus e
produtos carneos. A carne moida, em particular, apresenta altos niveis de
contaminagcdo microbiana em relacdo aos outros cortes, por sofrer maior
manipulacdo e possuir maior relacdo area/volume. Por ser muito usada em diversas
preparacdes culinarias como recheios de sanduiches, de tortas, de salgadinhos e
como complemento de diversos pratos, a carne moida estd mais susceptivel a
carrear microrganismos deteriorantes e patogénicos para os alimentos manipulados
com falhas de processamento (SOUSA et al, 2012).

Bactérias patogénicas capazes de causar doencas transmitidas por alimentos
e que podem constituir um risco de contaminagao na carne bovina sédo: Salmonella
spp., Escherichia coli (com destaque para o sorogrupo O157), Listeria
monocytogenes, Campylobacter spp., Clostridium perfringens, Staphylococcus
aureus, Clostridium botulinum, Bacillus cereus e alguns sorotipos de Yersinia
enterocolitica (ICMSF, 2005).
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Os parametros microbiolégicos adotados pela legislacdo brasileira (BRASIL,
2001) determinam para a carne bovina moida a auséncia de Salmonella em 25 g de
amostra. A legislacdo da Unido Europeia (UNIAO EUROPEIA, 2005) determina para
a carne bovina moida a contagem méaxima de 5,0 x10° UFC/g para bactérias
aerdbias totais, contagem maxima de 5,0x10° UFC/g para E. coli e auséncia de
Salmonella. A legislacdo da Nova Zelandia (NOVA ZELANDIA, 1995) determina
para a carne moida a contagem méaxima de 5,0x10° UFC/g para bactérias mesdfilas
totais, contagem maxima de 1,0x10° NMP/g para coliformes termotolerantes,
contagem méaxima de 1,0x10° NMP/g para Staphylococcus aureus e auséncia de
Salmonella.

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae, sao bacilos
gram-negativos e bioguimicamente sdo em geral lactose e sacarose negativas, mas
fermentam a glicose com producdo de gas. Seu habitat € no trato intestinal de
animais e seres humanos. Sua principal via de transmisséo é pelos alimentos que
podem ser contaminados direta ou indiretamente pelas fezes dos animais portadores
da bactéria, pelos utensilios utilizados no preparo do alimento, equipamentos e/ou
pelo contato com aguas poluidas (CARVALHO, 2006).

O grupo de coliformes compreende os coliformes totais e termotolerantes,
sendo que o grupo de coliformes totais € representado por todos os bacilos gram-
negativos, anaerébios facultativos que ndo formam esporos e que sao capazes de
fermentar lactose com producdo de gas, quando incubados na temperatura de 35-
37°C por 24-48 horas. Ja os coliformes termotolerantes, também conhecidos como
coliformes fecais, compreendem o grupo de bactérias que vivem no trato
gastrointestinal de humanos e de animais de sangue quente. Os géneros
encontrados nesse grupo sao Escherichia coli, Klebsiella e Enterobacter, sendo que
E. coli representa 90% dos coliformes termotolerantes e é considerado um indicador
de contaminacéo de origem fecal. Algumas cepas patogénicas de E. coli, ao serem
ingeridas, multiplicam-se no intestino e produzem toxinas, sendo uma causa comum
de DTA (FRANCO & LANDGRAF, 2008, GUZMAN et al., 2004).

O Staphylococcus aureus produz muitos fatores de viruléncia, como as
enterotoxinas, que possuem termoestabilidade a 100°C por 30 minutos e resisténcia
a acdo das enzimas gastricas. A intoxicagdo alimentar por estafilococos é causada
pela ingestdo da toxina bacteriana presente no alimento, geralmente resultante de

sua contaminacgao por um portador humano, uma vez que aproximadamente metade
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das infeccbes se origina de portadores com contaminacdo assintomatica na
nasofaringe (através de um espirro ou méos contaminadas). Apos a ingestdo do
alimento contaminado, o surgimento da doenca é rapido com presenca de voémitos
severos, diarreia e dores abdominais (BENNETT, 2005; SANTANA et al.,, 2010).
Segundo Franco e Landgraf (2008) € necessario que a populacdo de
Staphylococcus aureus seja de pelo menos 10° UFC/g no alimento para que haja a

formacéo da toxina em niveis capazes de causar intoxicacao alimentar.

1.5.Atualizagbes na legislacdo sobre a carne

Em 29 de marco de 2017 foi publicado o novo Regulamento da Inspecéo
Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) (BRASIL, 2017). O
antigo regulamento data de 29 de marco de 1952 e estava ha 65 anos sem
atualizacdo. A revisdo do RIISPOA contemplou a implantagdo de novas tecnologias,
padronizacao de procedimentos técnicos e administrativos, maior harmonizacdo com
a legislacdo internacional, interacdo com outros 6rgados publicos de fiscalizacéao,
ordenacdo didatica das normas para faciltar a consulta e atualizacdo de
terminologias ortogréfica e técnica. Doencas que afetavam o0s animais, como
zoonoses, no antigo RIISPOA, n&o estdo mais presentes. Esse tipo de preocupacgéo
foi substituida por cuidados com patdgenos, como a Salmonella, que é um problema
atual (MAPA, 2017).

O novo regulamento estabelece a obrigatoriedade da renovacao da rotulagem
dos produtos de origem animal a cada 10 anos. Entre as mudancas introduzidas na
legislacdo esta a elevacdo de penalidades. Por meio de medida proviséria, a multa
maxima a ser aplicada, no caso de irregularidades, passa de R$ 15 mil para R$ 500
mil. Outra medida de penalidade é a perda do selo SIF (Servico de Inspecéo
Federal) pela empresa que cometer trés irregularidades gravissimas em um ano. O
novo regulamento também deixa bem claro a responsabilidade das empresas e do
Estado na fiscalizagdo sanitaria dos produtos de origem animal (MAPA, 2017).

Ja o governo do Estado de Santa Catarina regulamentou em 2015 a venda de
carnes em acougues e supermercados. Em dois decretos publicados foi efetuada a
classificacdo dos acougues em dois tipos: A e B. O tipo A é o acougue que pode
atuar no fracionamento e tempero da carne in natura, com reembalagem. Esse

acougue por meio de certificacéo deve ter local especifico para fracionar, embalar e



16

rotular carnes para comercializar no local, com ambiente e equipamentos de
frigorifico, atendendo a legislacdo especifica de rétulos e com responsavel técnico.
O acougue tipo A pode comercializar a carne moida embalada com prazo de
validade determinado pelo responsavel técnico. Também pode dispor as carnes para
comercializagdo em balcbes de autoatendimento, sendo estas manipuladas no
proprio estabelecimento. E pode vender a carne temperada no estabelecimento,
embalada e com rotulagem especifica. Ja o tipo B € o acougue que por falta de
ambiente e equipamentos de frigorifico, fica proibido de vender a carne fracionada
e/ou temperada e reembalada (ndo poderdo moer a carne antecipadamente). Eles
deverdo fazer o corte e moagem da carne na presenca do cliente, além de ndo
poder mais vender carne temperada. Considera-se que o0 acougue tipo B ndo tem
ambiente ou equipamentos para manter a seguranca microbiolégica da carne
fracionada e/ou temperada (CIDASC, 2015).

1.6.Uso da PCR naidentificacédo de espécies de bactérias patogénicas

A fundamentacdo das técnicas microbiolégicas para alimentos baseiam-se
em testes morfoldgicos e bioguimicos para tipagem, subtipagem e identificacdo de
géneros e espécies microbianas. As técnicas microbiolégicas mais comuns de
diferenciacdo utilizam meios de cultivo seletivos complementados com testes
bioquimicos e soroldgicos (GANDRA et al., 2008).

Testes bioquimicos podem apresentar uma grande variabilidade de
resultados, visto que fatores ambientais influenciam a expressdo genética dos
microrganismos, aumentando o risco de interpretacdes errbneas. O aumento na
guantidade de testes bioquimicos diminui sua variabilidade e possiveis erros, porém,
eleva o custo financeiro (FARBER et al., 2001).

As técnicas tradicionais de deteccdo de microrganismos apesar de eficientes
e confidveis, requerem bastante tempo para a obtencéo dos resultados. Além disso,
a variabilidade fenotipica por onde as bactérias sdo identificadas e diferenciadas,
pode ndo ser expressa, dificultando ou impossibilitando a identificacdo e também
ocorre a chance de obter células viaveis, porém nao cultivaveis (MARIN et al.,
2006).

Pode-se notar um aumento significativo no desenvolvimento de técnicas

moleculares para identificacdo de microrganismos nas ultimas décadas, devido ao
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avanco nos estudos na area de biologia molecular. Essas técnicas se baseiam na
caracterizagdo de DNA cromossomal, plasmidial ou total de microrganismos
(GANDRA et al., 2008).

Entre as técnicas de identificacdo molecular, destaca-se a técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction) desenvolvida primeiramente por Kary B. Mullins em
1985. Essa técnica de identificacdo, altamente sensivel, baseia-se em duplicacdes
de pequenas quantidades de sequéncia de DNA especifico presente em um
conjunto complexo. As sequéncias de DNA sao enzimaticamente amplificadas até
obtencdo de milhdes de cépias do seguimento especifico por meio da enzima Taq
DNA polimerase e de primers (oligonucleotideos iniciadores) sobre um DNA molde.
A técnica de PCR é realizada em equipamentos automatizados e computadorizados
chamados termocicladores, que promovem a alternancia de temperatura em tempos
definidos, possibilitando a ocorréncia de ciclos de desnaturacéo e sintese de DNA
(GANDRA et al., 2008).

A introducdo da PCR na identificacdo microbiolégica em alimentos trouxe
diversas vantagens em relacdo aos métodos tradicionais, tais como, maior poder de
tipificacdo e discriminag&o, maior rapidez, bom limite de detecg&o, maior seletividade
e especificidade, potencial para automacdo e a possibilidade de trabalhar com
bactérias que ndo sdo cultivaveis em meios de cultura normalmente utilizados
(GANDRA et al., 2008).

A técnica da PCR tem aplicacdo direta na identificacdo de patdégenos nos
alimentos, porém quando se utiliza um elevado numero de determinacdes
microbiolégicas, o custo para a utilizacdo da técnica se torna muito elevado (MARIN
et al., 2006). Além disso, ha alguns obstaculos que dificultam a implementacao deste
método na rotina laboratorial, entre eles: a complexidade do método para as
analises de rotina, a incapacidade de diferenciar células vivas de células mortas, a
presenca de inibidores da taq polimerase em alguns alimentos, o alto investimento
em equipamentos e reagentes e ainda a falta de aprovacéo e regulamentacéo desse
método por parte dos érgdos competentes (GANDRA et al., 2008; MARLONY et al.,
2003).
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a qualidade microbioldgica da carne

moida bovina comercializada nos supermercados de Brasilia, Distrito Federal.

2.2.0bjetivos especificos

Realizar as analises bacterioldgicas: contagem total dos microrganismos
mesofilos e psicrotréficos, determinacdo do Niumero Mais Provavel (NMP) de
coliformes totais e de coliformes termotolerantes, contagem de
Staphylococcus aureus, pesquisa de Escherichia coli e pesquisa de

Salmonella spp.

Realizar genotipagem através da técnica de PCR para confirmacdo dos

microrganismos Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella spp.
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3. JUSTIFICATIVA

A carne, por suas caracteristicas intrinsecas, constitui excelente meio para o
desenvolvimento de microrganismos, podendo ser responsavel pela transmisséo de
bactérias patogénicas para o homem. A alta contagem microbiana na carne pode ser
proveniente do abate dos animais doentes ou portadores de bactérias patogénicas,
mas, também pela manipulacdo em condi¢cdes precarias de higiene, condi¢cdes
inadequadas de temperatura no armazenamento e higiene inadequada dos
manipuladores. A carne moida bovina & um dos produtos carneos mais
comercializados devido a diversidade de uso, ao menor custo comparado a outros
cortes bovinos e a facilidade e preparo. A preocupacdo com este alimento torna-se
ainda maior quando a carne € previamente fracionada, por diferentes utensilios
como facas e moedores e manipulada em condicbes de higiene e ambiente
adversas. Portanto, o presente trabalho visou avaliar a qualidade microbiolégica de
um produto alvo de contaminagédo microbiana, contribuindo com informacfes acerca

da qualidade da carne moida adquirida em supermercados no Distrito Federal.



20

4. METODOLOGIA

4.1. Coleta e preparo das amostras para as analises microbiolégicas

Foram coletadas oito amostras de carne bovina moida, comercializadas em
seis diferentes supermercados Brasilia no periodo de Outubro de 2016 a Marco de
2017. Todas as amostras se encontravam em bandejas de isopor e expostas ao
consumo nos balcdes refrigerados, dentro do prazo de validade e foram e mantidas
sob refrigeracdo até o inicio das analises. Os cortes bovinos das carnes moidas
eram: acém, patinho e paleta.

As coletas das amostras foram realizadas no mesmo dia em que se iniciaram
as analises laboratoriais, sendo as mesmas transportadas por tempo maximo de
uma hora até o laboratério. Para o preparo das amostras, foram pesadas,
assepticamente, 25 g de cada amostra e diluidas em 225 mL de 4gua peptonada
0,1% (p/v). O material foi homogeneizado, obtendo-se desta forma a primeira
diluicdo (10Y). A partir da primeira diluicdo foram realizadas as demais diluices
decimais. As analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos

como média e desvio padréo.

4.2. Contagem total de bactérias mesofilas e psicrotroficas

Para contagem total de bactérias mesoéfilas e psicrotréficas, inoculou-se 0,1
ml de cada diluicdo na superficie das placas contendo o meio de cultivo Agar Padrao
para Contagem. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas para bactérias
mesofilas e a 7°C + 1°C por 7 dias para bactérias psicrotréficas. Para a contagem de
colonias, selecionaram-se as placas contendo entre 25 a 250 colonias,
multiplicando-se o valor encontrado pelo fator de diluicdo correspondente, e
expressando o resultado em Unidades Formadoras de Colénias (UFC) por grama de
amostra (UFC/qg).
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4.3. Determinacdo do numero mais provavel (NMP) de coliformes totais e de

coliformes termotolerantes

A técnica de Numero Mais Provavel (NMP) é um método que estima a
densidade de microrganismos viaveis presentes em uma amostra. A determinacao
do NMP de microrganismos € baseada no principio de que, numa amostra liquida as
bactérias podem ser separadas por agitacdo, resultando numa suspensao em que
as células estejam uniformemente distribuidas. A comparacdo de tubos com
crescimento positivo ou negativo, apds a incubacao, permite estimar, por calculo de
probabilidade, a densidade original dos microrganismos na amostra (FENG et al.,
2002).

Para a determinagédo do NMP de coliformes, inoculou-se 1 ml de cada dilui¢cdo
em uma série de 3 tubos de ensaio contendo caldo lactosado (lactose 0,5% (p/v),
peptona bacterioldgica 0,5% (p/v) e extrato de carne 0,3% (p/v) e tubos de Durham
invertidos e a incubou-se a 37°C durante 24 horas. Apos a incubacao foi verificado
0s tubos positivos (com turvacédo e producao de gas nos tubos de Durham) e estes
foram considerados prova presuntiva positiva para coliformes totais (FENG et al.,
2002).

Aliguotas dos tubos positivos no caldo lactosado foram transferidas,
simultaneamente, para caldo verde brilhante bile lactose 2% (para a confirmacéo de
coliformes totais) e para caldo Escherichia coli (para a confirmacédo de coliformes
termotolerantes). Os tubos contendo caldo verde brilhante bile lactose 2% e tubos de
Durham invertidos foram incubados a 37°C por 24 horas. A presenca de gas indicou
prova confirmatéria positiva para coliformes totais. Os tubos contendo caldo
Escherichia coli e tubos de Durham invertidos foram incubados em banho-maria a
45°C por 24 horas. A presenca de gas indicou prova confirmatéria positiva para
coliformes termotolerantes. Através da Tabela 1 foi obtido o NMP de coliformes
totais e de coliformes termotolerantes por grama da amostra (NMP/g) (FENG et al.,
2002).
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Tabela 1. Niumero mais provéavel por grama (NMP/g) para 3 tubos com o0s

in6culos de 0,1, 0,01 e 0,001 ml e os respectivos intervalos de confianca a 95%.

Tabela para 3 tubos, cada um com inoculo de 0.1, 0.01 e 0.001 ml, os
NMPs por grama e os intervalos de confianga a 95%.

Limite de

0.10 0.01/0.001

0

NIND DN DNDMNDNDDNDNPFEPE P RPRFP PP PP O OC O O O

FONTE: http://www.fda.gov/Food/FoodScienceResearch/LaboratoryMethods

Tubos
positivos
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3.7
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NMP/g | confianca
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21 45 | 42
28 87 | 94
35 87 | 94
29 8.7 | 94
36 8.7 | 94
23 46 | 94
38 8.7 | 110
64 17 | 180
43 9 | 180
75 17 | 200
120 37 | 420
160 40 | 420
93 18 | 420
150 37 | 420
210 40 | 430
290 90 /1,000
240 42 1,000
460 90 2,000
1100 | 180 4,100

>1100 420 | -
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4.4. Pesquisade Salmonella spp.

Para a pesquisa de Salmonella spp., a diluicdo 10 das amostras foi incubada
a 37°C por 24 horas. Esta fase € caracterizada como pré-enriquecimento geral. Apos
a incubacao, aliqguotas de 1 ml foram transferidas para caldo selenito-cistina e
incubadas a 37°C por 24 horas. Esta fase é caracterizada como enriquecimento
seletivo. Apds a incubacéo, procedeu-se a técnica de isolamento, onde a partir de
cada tubo, semeou-se em estrias para isolamento, placas de Petri contendo o meio
Agar Salmonella Shigella (Agar SS).

As coldnias nao fermentadoras de lactose e/ou com pigmento negro foram
reisoladas em Agar Salmonella Shigella para obtencédo de colonias puras e entédo
estas foram transferidas para meio de cultivo contendo Agar TSI (trés acUcares e
ferro). Este meio contém trés acucares: glicose (0,1%), lactose (1%) e sacarose
(1%), além do indicador vermelho de fenol para deteccdo da fermentacdo de
carboidratos. A fermentacdo de carboidratos € indicada pela mudanca da cor do
meio de vermelho para amarelo. Se o micro-organismo em estudo for capaz de
produzir sulfeto de hidrogénio (H,S), este se conjuga com um composto de ferro
existente no meio, dando origem a sulfeto de ferro que, sendo insolavel, precipita e
tem cor negra (indicado pela cor preta na base do tubo) (ANVISA, 2010).

No Agar TSI, enterobactérias como E. coli, Enterobacter e Klebsiella
fermentam a glicose e a lactose e/ou sacarose (2 ou 3 acucares do meio) tornando a
base e a superficie do tubo de cor amarela e geralmente é possivel detectar a
presenca de gas (CO,) pela formacdo de bolhas e/ou fragmentacdo do meio.
Quando a superficie do meio esta vermelha e a base amarela significa que acorreu
fermentacdo apenas da glicose (ficando a lactose e a sacarose sem fermentacéo).
Os microrganismos degradam, preferencialmente, a glicose em primeiro lugar, mas
como este substrato esta presente em concentracdo minima, a quantidade de acido
produzida é limitada e é rapidamente oxidada na superficie. Se houver producéo de
sulfeto de ferro a base do meio torna-se negra (Figura 1). Essa reacdo €
caracteristica de enterobactérias ndo fermentadoras de lactose como Shigella e
também produtoras de H,S como Salmonella (ANVISA, 2010). As col6nias suspeitas

foram submetidas a identificacdo molecular através da técnica de PCR.
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uninoculated Pseudomonas

: la Escherichia
control aeruginosa Shigella sonnei - el mirabilis

ASM MicrobelLibrary.org@Chamberlain
Figura 1. Reacdes bioquimicas das diferentes espécies de bactérias no Agar
TSI (Fonte: ASM microbelibrary.org).

4.5. Contagem de Staphylococcus aureus

Para a contagem de Staphylococcus, as amostras foram semeadas em meio
de cultivo Agar PCA suplementado com cloreto de soédio 7,5% (p/v) e incubadas a
37°C por 48 h. Apoés incubacédo, as coldnias isoladas foram semeadas em Agar Sal
Manitol e incubadas em 37°C por 48h. As colbnias fermentadoras de manitol foram
contadas e posteriormente coradas pelo método de Gram. As colbnias suspeitas de
serem S. aureus foram submetidas a identificacdo molecular através da técnica de
PCR.

4.6. Analises moleculares e extracdo de DNA bacteriano

Antes de iniciar a extracao de DNA bacteriano foi feito o preparo das solucdes
reagentes (o tampdo AW foi colocado em banho-maria a 50°C), materiais e
amostras. As amostras foram representadas pelas colonias de bactérias isoladas
das amostras de sashimis suspeitas de serem patogénicas e cultivadas por 12 h. em
caldo LB.

A extracdo de DNA Dbacteriano foi realizada utilizando o kit
NucleoSpin Food Kit (Macherey-Nagel, Duren, Alemanha), com adaptacdes,

descritas a seguir:


http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=agar+tsi&source=images&cd=&cad=rja&docid=YGvy0-93pwLbzM&tbnid=4b0eBhr9sC9UaM:&ved=0CAUQjRw&url=http://pathmicro.med.sc.edu/fox/enterobact.htm&ei=nOenUYv1OYTG9gT3sYDgBw&bvm=bv.47244034,d.dmQ&psig=AFQjCNFhTIAwqTvsQkarqZLzAOF8EVZh6A&ust=1370044696390672
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Adicionou-se 9,0 mL da amostra (suspensao de células bacterianas em caldo
LB) no tubo conico tipo falcon de 15 mL, centrifugou-se por 7 minutos a 5000 rpm e
descartou-se o0 sobrenadante (com cuidado para ndo descartar o sedimento). Foram
adicionados 25 pL de proteinase K e 200 uL do tampéo CF (tampéao de lise celular
pré-aquecido a 65°C), encostando a ponteira no Pellet e misturando (este tampéo
tem como funcdo impedir a formacdo de grumos celulares). Apés isso, 0s tubos
foram homogeneizados em “vortex”, até a completa homogeneizagao da solugao. As
amostras foram incubadas em banho-maria a 65°C, por 30 minutos.

Em seguida, foram adicionados 300 pL do tampdo C4 (contém isotiocianato
de guanidina), 300 puL de etanol 96%, homogeneizou-se e deixou descansar por 5
minutos (esta etapa € importante para a lise das paredes e das membranas
celulares, com liberacdo do contetudo da célula).

Na etapa seguinte, enumeraram-se o0s tubos contendo filtros com silica
(fornecidos pelo kit), transferiu-se o sobrenadante para o filtro e apos filtragédo
centrifugou-se por 1 minuto a 15.000 rpm. Descartou-se o que foi filtrado, adicionou-
se 400 pL do tampdo CQW e centrifugou-se por 1 minuto a 15.000 rpm. Novamente,
foi descartado o filtrado. Adicionou-se 700 pL do tampéo C5, centrifugou-se por 1
minuto a 15.000 rpm e descartou-se o filtrado (os tampdes CQW e C5 contém
isotiocianato de guanidina, em concentragdes decrescentes, para facilitar a adsorcao
do DNA na silica e a retirada das outras biomoléculas da amostra. Também contém
etanol, para facilitar a precipitacdo). Por fim, foi feita outra centrifugacdo com o tubo
vazio, por 1 minuto a 15.000 rpm.

Apos isto, o filtro contendo DNA foi trocado para um eppendorf de 1,5 mL,
onde foi adicionado 100 pL do tampéao Elution Buffer CE pré-aquecido a 70°C (este
tampéo favorece a eluicdo do DNA). Ap6s uma pré-incubacdo de 5 minutos a
temperatura ambiente, centrifugou-se por 1 minuto a 15.000 rpm e descartou-se o
filtro. As amostras foram armazenadas em freezer a -20°C. A qualidade e a
guantidade de DNA extraido foram determinadas por eletroforese em gel de
agarose, em comparagdo com o padrao de massa molecular DNAI/HindIll marcador
de 100 pb (JENA®).
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4.7. Desenho dos oligonucleotideos paraa PCR

A selecdo das regides génicas a serem analisadas para S. aureus e
Salmonella spp. foi realizada conforme busca na literatura e optou-se por regides
génicas especificas, para os quais os oligonucleotideos foram desenhados no
presente estudo:

e entC: anotacdo descrita para o gene que codifica enterotoxina C do S.
aureus
e invA: anotacdo descrita para 0 gene que codifica as proteinas de

invasado celular de Salmonella spp.

A partir da descricdo das sequéncias referentes as regifes especificas para
uma dada regido gendmica recuperadas no  programa  BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), foram desenhados oligonucleotideos usando
0 programa Primer 3 Plus (http://lwww.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi). Os parametros utilizados para a construcdo dos

primers estao listados na Tabela 2.

Tabela 2. Distribuicdo dos limites minimos e maximos para a construcdo dos

oligonucleotideos

Parametro Limite minimo Limite maximo
Temperatura de anelamento 58°C 62°C
Conteudo de GC no oligonucleotideo 20% 80%
Tamanho do Oligonucleotideo 18 bases 27 bases
Tm do amplicon 75°C 85°C
Tamanho do amplicon 80 bases 600 bases

ApoOs selecionar os pares de oligonucleotideos que atendiam a essas
condicbes, foi utilizado o programa Oligo Analyzer da Integrated DNA Technologies

(IDT), (http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/) para verificar a


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/
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formacao de dimeros, dobramento (hairpin) e [Simbolo]G de formacgéo de hibridos.
Os primers especificos obtidos para este estudo estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas dos oligonucleotideos utilizados no estudo

. . Produto _
Oligonucleotideo Sequéncia (5" 3) . Espécie
estimado
TTTTACACCCAACGTATTAGCAGA
entC_F
401 pb S. aureus
TCCCATTATCAAAGTGGTTTCC
entC_R
invA_F GCTGATGCCGGTGAAATTAT
445pb  gaimonella spp.
invA_R CGACAAGACCATCACCAATG

4.8. PCR qualitativo

Apébs a extracdo do DNA, a amplificacdo de fragmentos de genes foi realizada
utilizando o termociclador Techne® modelo TC-512. As condi¢des de termociclagem
foram 95°C por 2 minutos e 35 ciclos de desnaturagao a 95°C por 1 minuto, seguida
de 60°C por 1 minuto, para o anelamento dos oligonucleotideos e 72°C por 1 minuto
para a extensao dos fragmentos.

Foram utilizados, para cada reacdo de PCR: 2,5 yL de tampao 10x (10mM de
Tris e 50mM de KCI), 0,7 uL de MgCI2, 1,5 pL de dNTPs (2,5 mM), 0,5 pyL de Tag-
Polimerase (Cenbiot, 5U/uL), 1,5 pL de oligonunleotideos foward e reverse (10 uM),
completando com agua Milli-Q para um volume final de 25 pL por reacdo com a
amplificacdo de 10 ng de DNA extraido da amostra bacteriana.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose,
contendo brometo de etideo e visualizados sob iluminagdo ultra-violeta. Os
marcadores de massa molecular utilizados foram o de 100pb ou de
50pb DNAI/HindlIll (JENA®).
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4.9. Eletroforese em gel de agarose

Os produtos de extracdo do DNA e PCR foram analisados em gel de agarose
2%. O tempo de corrida do gel é de aproximadamente 1 hora e 30 minutos, sendo
que no inicio foi usado a voltagem de 50 V e ap0s comecar a correr 0 gel,
aumentou-se a voltagem para 100 V. Utilizou-se o marcador de 100 pB (pares de
bases). Foi adicionado 3 pL de corante Bromophenol (que tem a funcéo de fazer
uma ligacdo na amostra de DNA e permitir a visualizacdo da corrida no gel de
agarose) em 7 pL de amostra. Para o preparo do gel foi utilizado TBE (Tris- Acido
Bdrico), agarose e brometo de etidio (que tem funcdo de corar o gel e permitir a

visualizacdo do DNA, quando colocado a luz ultravioleta).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Contagem total de bactérias mesofilas e psicrotréoficas

A tabela 4 apresenta os resultados da contagem total de bactérias mesdfilas e
psicrotréficas nas amostras de carne moida, expressos como média de UFC/g e log
de UFC/g com o desvio padréo. A legislacéo brasileira ndo estabelece limites para
contagem total de microrganismos nos alimentos. Porém, tanto a legislacdo da
Unido Europeia (UNIAO EUROPEIA, 2005) quanto a legislacdo da Nova Zelandia
(NOVA ZELANDIA, 1995) determinam para a carne moida a contagem maxima de
5,0x10° UFC/g para bactérias mesdfilas totais. J&4 a Internacional Comission on
Microbiological Specifications for Foods (ICMSF, 2002), permite uma contagem

maxima de 1,0x10" UFC/g de microrganismos totais para os alimentos em geral.

Tabela 4. Contagem total de bactérias mesofilas e psicrotréficas nas amostras

de carne bovina moida

Amostras de Bactérias Mesobfilas Bactérias Psicrotroficas
carne moida
UFClg Log UFC/g + DP UFClg Log UFC/g + DP

Amostra 1 1,1x10° 5,9 + 0,33 5,1x10’ 7,3+0,88
Amostra 2 1,2x10° 6,1+ 0,08 1,1x10° 7,5+0,12
Amostra 3 5,1x103 4,5+ 0,40 8,6x10° 6,9 +0,18
Amostra 4 2,1x10* 4,2+0,23 9,1x10° 6,9 + 0,09
Amostra 5 2,5x10° 6,3+0,15 7,8x10° 6,87+0,17
Amostra 6 6,3x10° 5,63+0,54 2,9x10’ 7,14+0,80
Amostra 7 1,3x10° 6,05+0,34 2,5x10’ 7,3+0,43
Amostra 8 2,3x10° 6,2 + 0,50 2,1x10’ 7,2+0,15

Os resultados foram expressos como média de andlises em triplicata, DP = desvio
padréao

Neste estudo, as amostras de carne moida mostraram contagens de
bactérias meséfilas entre 2,1x10* e 2,5x10° UFC/g e contagens de bactérias

psicrotréficas entre 7,8x10° e 5,1x10” UFC/g. Todas as amostras de carne moida
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mostraram contagens aceitaveis de bactérias mesdfilas totais, ndo excedendo o
valor limite de 5,0x10° UFC/g, estabelecido pelas legislacdes da Unido Europeia e
da Nova Zelandia.

Porém, todas as amostras de carne moida mostraram contagens de bactérias
psicrotroficas maior que a contagem de bactérias mesofilas. Os microrganismos
psicrotroficos em numero elevado sdo responsaveis pela diminuicdo da vida de
prateleira dos alimentos refrigerados, constituindo os seus principais deterioradores
(APHA, 2001). Das oito amostras de carne moida analisadas, cinco amostras
apresentaram contagens de psicrotréficos elevadas (valores acima de 1,0x10’
UFC/g), evidenciando condi¢cdes higiénicas deficientes no processamento ou
condicao de refrigeracdo inadequada.

Resultados parecidos foram obtidos por Marchi et al. (2012) que analisaram
amostras de carne bovina moida adquiridas em diferentes supermercados e
acougues de Jaboticabal, SP e verificaram que das 30 amostras analisadas, mais da
metade das amostras (17 amostras, 56,6%) apresentaram altas contagens de
microrganismos psicrotréficos (acima de 1,0x10” UFC/g). J& no estudo de Oliveira et
al. (2008), das 5 amostras de carne moida analisadas provenientes de 5
estabelecimentos comerciais de Lavras, MG, 2 amostras apresentaram altas
contagens de microrganismos psicrotréficos (acima de 1,0x10” UFC/g).

5.2. Determinacdo do namero mais provavel (NMP) de coliformes totais e

de coliformes termotolerantes

Os resultados obtidos nas analises de determinacéo do numero mais provavel
(NMP) de coliformes totais e termotolerantes nas amostras de carne moida estédo
demonstrados na tabela 5. A legislacdo brasileira ndo estabelece limites para
contagem de coliformes totais e de coliformes termotolerantes nas amostras de
carne bovina moida. No entanto, a legislacdo da Nova Zelandia (NOVA ZELANDIA,
1995) determina para a carne moida contagem méaxima de 1,0x10° NMP/g para
coliformes termotolerantes e a legislacdo da Unido Europeia (UNIAO EUROPEIA,

2005) determina contagem maxima de 5,0x10? UFC/g para E. coli.
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Tabela 5. Determinacdo do numero mais provavel (NMP/g) de coliformes totais

e de coliformes termotolerantes nas amostras de carne bovina moida

Amostras de Coliformes Totais Coliformes Termotolerantes

carne moida

NMP/g Log UFC/g + DP UFClg Log NMP/g + DP

Amostra 1 8,8x10° 2,9+0,22 4,7x10° 2,4+0,54
Amostra 2 3,2x10*! 1,2 +0,04 1,5x10? 1,1+0,25
Amostra 3 8,1x10* 1,9+0,33 1,3x10* 1,1+ 0,06
Amostra 4 1,7x10? 1,8+0,71 3,1x10* 1,4 + 0,66
Amostra 5 3,4x10* 1,4 +0,04 1,2x10* 1,0+0,22
Amostra 6 3,8x10* 1,9+1,05 1,6x10* 1,2 + 0,50
Amostra 7 6,2x10* 1,8 +0,53 1,6x10* 1,2 +0,08
Amostra 8 7,5x10* 1,9* 0,4x10? 0,5%

Os resultados foram expressos como média de andlises em triplicata, DP = desvio
padrdo; * ndo foi possivel calcular o DP da amostra.

Neste estudo, as amostras de carne moida mostraram enumeragcdo de
coliformes totais entre 3,2x10' e 8,8x10° NMP/g e enumeracdo de coliformes
termotolerantes entre 0,4x10' e 4,7x10° NMP/g. Apenas a amostra 1 mostrou
enumeracdo mais elevada de coliformes totais (8,8x10> NMP/g) e de coliformes
termotolerantes (4,7x10> NMP/g), porém permanecendo dentro dos limites
permitidos pela legislacéo neozelandesa (méximo de 1,0x10° NMP/g para coliformes
termotolerantes).

Contagens elevadas de coliformes totais indicam falhas higiénicas durante o
processamento, sendo importante analisar a presenca deste grupo por ser indicador
da qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos (ABREU et al. 2011; LUNDGREN et
al., 2009). Os coliformes termotolerantes constituem um grupo de enterobactérias
capazes de fermentar a lactose a 45°C com producdo de gas e acido. Tais
microrganismos sdo encontrados no trato intestinal de humanos e outros animais.
Altas contagens de coliformes termotolerantes indicam contaminagéo fecal e
possibilidade da presenca de microrganismos patogénicos (DIAS et al., 2008;
FRANCO; LANDGRAF, 2008).



32

Outros trabalhos relataram contagens mais elevadas de coliformes
termotolerantes em amostras de carne bovina moida. No trabalho de Abreu et al.
(2011), de um total de 10 amostras de carne moida bovina analisadas provenientes
de supermercados e acougues da cidade de Umuarama, PR, 3 amostras
apresentaram contagens de coliformes totais e termotolerantes superiores a 1,0x10°
NMP/g. No estudo de Dias et al. (2008), de um total de 24 amostras de carne moida
bovina analisadas provenientes de 10 diferentes estabelecimentos da regido sul do
Rio Grande do Sul, 2 amostras apresentaram contagens de coliformes

termotolerantes acima de 1,0x10° NMP/g.

5.3. Pesquisa de Salmonella spp.

A Tabela 6 apresenta os resultados da pesquisa de Salmonella spp. nas
amostras de carne bovina moida. De acordo com a legislagéo brasileira (BRASIL,
2001), bactérias do género Salmonella devem estar ausentes na carne bovina.
Bactérias desse género podem causar toxinfeccfes alimentares, conferindo risco ao

consumidor, tornando o alimento improprio para o consumo.

Tabela 6. Pesquisa de Salmonella spp. nas amostras de carne bovina moida

Amostras de Agar SS * Agar TSI ** Resultado da PCR

carne moida Salmonella spp.
Amostra 1 ND ND ND
Amostra 2 ND ND ND
Amostra 3 ND ND ND
Amostra 4 ND ND ND
Amostra 5 Suspeito Suspeito Confirmado
Amostra 6 ND ND ND
Amostra 7 Suspeito Suspeito Confirmado
Amostra 8 Suspeito Suspeito Confirmado

* colbnias ndo fermentadoras de lactose/ pigmento preto; ** superficie do meio

vermelho e base amarela ou com pigmento preto; ND = ndo detectado.
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Neste estudo, foi detectada a presenca de Salmonella spp. em trés amostras
de carne moida (amostras 5, 7 e 8), confirmadas na analise de PCR para a presenca
do gene invA (ANEXO 1, figura A). Portanto essas amostras estavam improprias
para 0 consumo.

No trabalho de SOUSA et al. (2012), foram analisadas 30 amostras de carne
moida comercializadas em 10 acougues e supermercados na cidade de Barra do
Garcas-MT e detectou-se em cinco amostras (17%) a presenca de Salmonella sp.,
mostrando que estes alimentos sofreram contaminacdo fecal durante o seu
processamento e/ou manipulacao. Ferreira e Simm (2012) encontraram apenas uma
amostra de carne moida com a presenca de Salmonella spp. de um total de seis
amostras analisadas provenientes de um acougue da regido central do municipio de
Pard de Minas-MG. No estudo realizado por Dias et al. (2008), de um total de 24
amostras de carne moida coletadas no comeércio varejista da regido sul do Rio

Grande do Sul, apenas em uma amostra detectou-se a presenca de Salmonella.

5.4. Contagem de Staphylococcus aureus

A Tabela 7 apresenta os resultados das contagens de bactérias
Staphylococcus aureus nas amostras deste estudo. A legislacdo brasileira néo
estabelece limites para a contagem de bactérias Staphylococcus aureus nas
amostras de carne bovina moida. No entanto, a legislacdo da Nova Zelandia (NOVA
ZELANDIA, 1995) determina para a carne moida a contagem méaxima de 1,0x10°
UFC/g para S. aureus.

Neste trabalho, a maioria das amostras (com excecdo da amostra 8)
apresentaram cepas de S. aureus, sendo que 4 amostras (amostras 2, 3, 4 e 7)
apresentaram contagem de S. aureus acima de 1,0x10° UFC/g. A presenca de
Staphylococcus aureus nos alimentos indica condi¢des higiénicas inapropriadas, por
se tratar de uma bactéria procedente de manipulacdo humana inadequada. Devido
ao excesso de manipulacdo, a carne moida é um produto que se contamina
facilmente com Staphylococcus aureus (ALMEIDA et al., 2010; OLIVEIRA et al.,
2008; SANTANA et al., 2010).
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Tabela 7. Contagem de bactérias Staphylococcus aureus nas amostras de

carne bovina moida

Colbnias fermentadoras de manitol, apds coloracéo de
Amostras de
] Gram (Staphylococcus aureus)
carne moida

UFClg Log UFC/g + DP

Amostra 1 1,0x107 2,0 + 0,00
Amostra 2 1,0x10° 3,0 £0,00
Amostra 3 1,7x103 3,2 +0,09
Amostra 4 7,7x10° 3,9 + 0,09
Amostra 5 5,3 x10? 2,8 +0,05
Amostra 6 3,0 x10? 2,4 + 0,49
Amostra 7 2,0x10° 3,3+0,00
Amostra 8 ND ND

Os resultados foram expressos como média de analises em triplicata, DP = desvio
padréao, ND = nao detectado

Quanto a analise molecular, foi observado que das quinze coldnias suspeitas
de S. aureus, isoladas das amostras 1 a 7, quatorze foram confirmadas na analise
de PCR para a presenca do gene entC, ou seja, sdo potenciais produtoras de

enterotoxina C, conforme descrito na tabela 8 e ANEXO 1 (Figura B).
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Tabela 8. Identificacdo por meio de PCR de bactérias de Staphylococcus
aureus isoladas das amostras de carne bovina moida comercializadas em
Brasilia — DF.

Nuamero da colbnia Amostra Resultado Molecular
PA1 2 S. aureus +
PA2 2 S. aureus +
PA3 3 S. aureus +
PA4 3 S. aureus +
PAS5 4 S. aureus +
PAG 4 S. aureus +
PA7 4 S. aureus +
PAS 7 S. aureus +
PA9 7 S. aureus +
PA10 7 S. aureus +
PAl1l 5 S. aureus +
PA12 5 S. aureus -
PA13 5 S. aureus+
PA14 6 S. aureus +
PA24 1 S. aureus +

Controle Positivo  S.

CP aureus ATCC 33862 S. aureus +
BEL11 Controle Positivo S. aureus +
BEL72 Controle Positivo S. aureus +
BEL73 Controle Positivo S. aureus +
BEL74 Controle Positivo S. aureus +

CN S. aureus - S. aureus -

Sendo a contaminacdo por S aureus frequente em produtos manipulados
como a carne bovina moida, varios outros estudos relataram a presenca dessa
bactéria. Nos estudos de ABREU et al. (2011) e de SOUZA et al. (2012) foi
verificado que todas as amostras de carne moida analisadas apresentaram cepas de
S. aureus, porém em niveis inferiores a 1,0x10% UFC/g. J& no trabalho de OLIVEIRA
et al. (2008), todas as 5 amostras de carne moida bovina analisadas apresentaram
elevadas contagens de S. aureus (entre 3,3x10° e 1,1x10° UFC/g). E no estudo de
Marchi et al. (2012), de um total de 24 amostras de carne moida analisadas, 7
amostras apresentaram contagens de S. aureus acima de 1,0x10° UFC/g.
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6. CONCLUSOES

Neste estudo trés amostras de carne moida das oito amostras analisadas
apresentaram-se impréprias para o consumo devido a presenca da bactéria
Salmonella spp. A maioria das amostras apresentaram cepas de S. aureus, sendo
que metade das amostras apresentou contagem de S. aureus acima de 1,0x10°
UFCl/g, evidenciando condic¢des higiénicas deficientes no processamento.

A presenca de Salmonella e contagens elevadas de Staphylococcus aureus
em algumas das amostras de carne moida bovina analisadas nesse estudo
indicaram falta de qualidade dos produtos e até possivel risco de causar toxinfeccéo
alimentar. A presenca destes microrganismos sugere a necessidade de observar
melhor como os processos de boas praticas de fabricacdo estdo sendo realizados
nos supermercados de Brasilia, a fim de melhorar a qualidade final da carne moida

bovina oferecida ao consumidor do Distrito Federal.
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ANEXO 1

MAS MA1S

Figura A. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR qualitativo para
a presenca do invA de Salmonella spp. M = marcador de 100 pb; PA37 a PA39
= amostras deste estudo com amplicons de invA (445 pb) CP= controle

positivo ATCC 14028; CN = Controle Negativo; MA8 e MA15 = controles
internos do laboratdrio.

Figura B. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR qualitativo para
a presenca do gene entC de S. aureus. 100pb = marcador de 100 pb; PAl a
PA24 = amostras deste estudo com amplicons de entC (401 pb); CP= controle
positivo ATCC 33862; BEL11 a BEL74 = controles internos do laboratério; CN=

Controle Negativo.



