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RESUMO

A carne bovina € um alimento de enorme importancia econémica para o Brasil e rica
em nutrientes para o corpo humano. Este trabalho teve como objetivo avaliar a
qualidade microbiolégica de nove amostras de carne bovina in natura, sendo quatro
embaladas a vacuo (CA) e cinco embaladas em bandeja de poliestireno envoltas em
papel filme (CB), comercializadas em supermercados do Distrito Federal. Foi
estudado o perfil de susceptibilidade antimicrobiana pela técnica de Kirby-Bauer das
cepas de E. coli e S. aureus isoladas dessas carnes. As analises microbiolégicas
realizadas foram contagem total de bactérias psicrotréficas e mesofilas, determinagéo
do Numero Mais Provavel de coliformes totais e termotolerantes, contagem de S.
aureus e pesquisa de Salmonella spp. Das nove amostras analisadas, apenas duas
(22,22%) estavam proprias para consumo de acordo com a legislagdo brasileira
vigente, sendo que sete amostras (77,78% total, 44,44% CA e 33,34% CB)
apresentaram resultados inaceitaveis de coliformes termotolerantes. No teste de
susceptibilidade antimicrobiana, as cepas de E. coli demonstraram elevada resisténcia
as sulfonamidas (83,33%), seguido de 33,33% de resisténcia para cefotaxima e
ceftazidima. Para S. aureus, os resultados demonstraram maior resisténcia as
sulfonamidas (40,00%) e cefoxitina (30,00%). Foi observado que 33,33% das cepas
de E. coli e 20,00% das cepas de S. aureus apresentaram perfil de multirresisténcia a
antimicrobianos. Observou-se que a maioria das amostras analisadas né&o
apresentaram qualidade microbioldgica satisfatoria. As cepas de E. coli e S. aureus
provenientes da carne bovina in natura com resisténcia a antimicrobianos representa

um fator de risco para saude do consumidor.

Palavras-chave: Andlise microbiologica; acédo antimicrobiana; carne vermelha;

Escherichia coli; Staphylococcus aureus.
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ABSTRACT

Beef is a food of enormous economic importance for Brazil and rich in nutrients for the
human body. This work aimed to evaluate the microbiological quality of nine fresh beef
samples, four of which were vacuum packed (CA) and five were packed in polystyrene
trays wrapped in film paper (CB), sold in supermarkets in the Federal District. The
antimicrobial susceptibility profile was studied using the Kirby-Bauer technique of E.
coli and S. aureus strains isolated from these meats. The microbiological analyzes
carried out were, a total count of psychrotrophic and mesophilic bacteria,
determination of the Most Probable Number of total and thermotolerant coliforms, a
count of S. aureus and a search for Salmonella spp. Of the nine samples analyzed,
only two (22.22%) were suitable for consumption in accordance with current Brazilian
legislation, with seven samples (77.78% total, 44.44% CA and 33.34% CB) showing
unacceptable results of thermotolerant coliforms. In the antimicrobial susceptibility
test, E. coli strains demonstrated high resistance to sulfonamides (83.33%), followed
by 33.33% resistance to cefotaxime and ceftazidime. For S. aureus, the results
demonstrated greater resistance to sulfonamides (40.00%) and cefoxitin (30.00%). It
was observed that 33.33% of E. coli strains and 20.00% of S. aureus strains presented
a multidrug resistance profile to antimicrobials. It was observed that most of the
samples analyzed did not present satisfactory microbiological quality. Strains of E. coli
and S. aureus from fresh beef with resistance to antimicrobials represent a risk factor

for consumer health.

Keywords: Microbiological analysis; antimicrobial action; read meat; Escherichia coli;

Staphylococcus aureus.
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1 INTRODUCAO

Animais de criagdo como bovinos, frangos e peixes possuem enorme
importancia econémica na producdo de alimentos para consumo humano, sendo
essas carnes consideradas valorosas fontes de proteinas para a dieta alimentar.
Devido ao aumento do consumo das carnes, torna-se cada vez mais necessario um
rigoroso padrédo de qualidade durante toda a cadeia produtiva desses alimentos
(Germano & Germano, 2013).

A carne bovina € um alimento altamente perecivel, e portanto, com vida (util
curta. O crescimento de bactérias e suas atividades metabdlicas séo as causas mais

importantes de deterioracdo das carnes frescas, que normalmente ocorre quando a

contagem bacteriana atinge aproximadamente 10" a 10° UFC/g. A deterioracdo da
carne é geralmente caracterizada por descoloracdo, forte producdo de odores
desagradaveis e altera¢ces de textura (limo) (Buncic et al., 2014; Reid et al., 2017).

Os principais microrganismos com potencial patogénico contaminantes das
carnes cruas de bovinos e aves sdo Salmonella spp., Clostridium perfringens,
Escherichia coli e também a espécie Staphylococcus aureus. Devido as
manipulacbes sem higiene adequada e conservacdo em temperaturas
inadequadas, 0s microrganismos com potencial patogénico contaminantes das
carnes podem se multiplicar e causar as doencas de transmisséo hidrica e alimentar
(DTHA) (Germano & Germano, 2019).

A qualidade microbiolégica da carne bovina precisa ser estabelecida desde sua
producdo até o consumo. Isso envolve uma série de etapas, incluindo a forma como
o animal foi criado, 0 abate no matadouro, além da distribuicdo e do manuseio da
carne nos pontos de compra. Também deve-se incluir as medidas de educacéo dos
consumidores sobre higiene alimentar. Em todas essas etapas, a garantia da
seguranca e qualidade da carne sédo de suma importancia (Buncic et al., 2014; Rani et
al., 2017).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRODUGCAO E QUALIDADE DA CARNE BOVINA IN NATURA NO BRASIL

No Brasil foram abatidos 29,8 milh&es de cabecas bovinas em 2022, ocorrendo
um aumento de 7,5% na producdo de carne bovina brasileira em relacdo ao ano de
2021 (lbge, 2022). Zen e Santos (2015) pontuaram que até 2050 ocorrera um
acréscimo da demanda mundial por carne bovina, e o Brasil possui potencial para
expandir a producdo, devido as grandes expectativas de melhoria do pais na taxa de
abate e na idade média das vacas no primeiro parto.

Os diversos avangos tecnoldgicos na agropecuaria trazem a necessidade de
melhoria da qualidade da carne bovina brasileira. Acredita-se que até 2040 havera o
estabelecimento da carne bovina brasileira qualificada para atender com alto padrao
tanto o mercado externo quanto o mercado interno. Ainda ha barreiras a serem
guebradas para melhoria de qualidade da carne bovina brasileira, como por exemplo,
um padrdo mais rigoroso no gerenciamento e inspecdes sanitarias em frigorificos de
menor porte (Embrapa, 2020).

Alguns pontos importantes podem direcionar a qualidade da carne a ser
produzida, de forma a atender as expectativas do consumidor. De acordo com dados
encontrados em pesquisas com enfase nos consumidores, 0s aspectos sensoriais
mais desejados entre a populacéo geral para a carne séo sabor e maciez (Troy, 2011).

Oliveira e colaboradores (2018) destacaram que no Brasil a raca do gado
bovino e o longo periodo em que os animais ficam no pastoreio para atingir o peso
ideal para o abate contribuem para a perda da maciez da carne. Entretanto, os
processos de estimulacéo elétrica nas carcacas em seguida ao abate e a maturacao
da carne asseguram maior maciez, sem prejudicar a qualidade da carne.

Outro ponto crucial que interfere na qualidade da carne é o manejo pré-abate.
Estresses pré-abate podem acarretar diretamente na piora da qualidade da carne.
Apds a morte do animal que foi abatido corretamente, ocorrem as transformacdes
bioguimicas e estruturais que levam a uma reducdo do fluxo sanguineo no tecido
muscular. Devido essas altera¢des, ocorre a diminuicdo do pH devido ao excesso de
acido latico acumulado. Durante o periodo de maturacdo da carne, ocorre a
degradacdo de proteinas miofibrilares e sarcoplasméticas, as quais sdo as

responsaveis pela cor e maciez da carne (Irrefio-Barrera, et al.,2022).
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2.2 LEGISLACAO BRASILEIRA E QUALIDADE DA CARNE BOVINA

A portaria n° 365 de 16 de julho de 2021 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) dispbe sobre os regulamentos técnicos a respeito do manejo no
pré-abate e abate humanitario dos animais. Essa portaria diz que animais destinados
ao abate devem passar por procedimentos humanitarios, sendo expressamente
proibido qualquer tipo de agressao ou tortura ao animal. Ainda, determina que nos
estabelecimentos de abate os animais devem ter acesso permanente a agua limpa,
respeitando as diferencas de espécies entre eles (Brasil, 2021).

A Instrugdo Normativa (IN) 161 de 1° de julho de 2022 da ANVISA traz
especificacoes referentes a qualidade microbiolégica dos alimentos, como por
exemplo: ovos, frutas e verduras (in natura ou processados), leite e seus derivados,
nozes, e carnes de origem bovina, suina e de ave. Dentre esses alimentos temos
categorias especificas com o quantitativo minimo aceitavel e o0 maximo tolerado de
microrganismo que podem estar presentes no alimento (Brasil, 2022). Para a carne
bovina crua refrigerada ou congelada, podendo estar embalada a vacuo ou néao,

estabelece-se auséncia de Salmonella spp. em 25 g, contagem maxima de

Escherichia coli de 10 UFC/g e contagem méaxima de mesofilos de 10° UFC/g (Brasil,
2022).

Siqueira e colaboradores (2021) observaram um resultado positivo posterior a
aplicacdo das boas praticas de fabricacdo (BPF) em um acougue, que obteve
resultados apropriados nos requisitos higiénicos-sanitarios indispensaveis para
oferecer produtos com qualidade comprovada, sendo que anteriormente a
implementagdo das BPF o estabelecimento foi classificado como “insatisfatorio” e

apos o estudo foi classificado como “bom”.

2.3 CONTAMINAQGES DAS CARNES POR COLIFORMES TOTAIS,
TERMOTOLERANTES E Escherichia Coli

As bactérias do grupo dos coliformes totais sdo microrganismos Gram-
negativos referentes a familia Enterobacteriaceae, sdo capazes de fermentar a lactose

com producdo de gas a 35-37°C. Ja o grupo dos coliformes termotolerantes &
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classificado como um subgrupo dos coliformes totais. Este grupo é limitado as
bactérias capazes de fermentar a lactose a 44,5-45,5°C tendo como resultado a
producdo de gas, sendo que a E. coli corresponde a 90% deste grupo. A existéncia
elevada de coliformes totais em alimentos é um forte indicador de descuido no
processo de higienizacéo, fabricacdo e manipulacéo de alimentos. As contaminagdes
das carnes por esses microrganismos acontecem geralmente nos processos de abate
e producéo (Castro, 2019; Hu et al., 2016).

E. coli é o principal microrganimo pertencente ao grupo dos coliformes
termotolerantes e tem origem fecal, sendo comumente encontrada na microbiota do
intestino de animais de sangue quente e humanos. Algumas cepas de E. coli
contaminantes de carnes e produtos lacticinios sdo sorotipos patogénicos com
capacidade de acarretar danos a saude humana. Outra preocupacdo relativa a
contaminacdo das carnes € a presencade cepas de E. coli com resisténcia
antimicrobiana, pois esses alimentos contaminados quando consumidos pelos
humanos podem contribuir com o aumento de resisténcia a antibiéticos de varias

classes (Dsani et al.,2020).

2.4 CONTAMINACOES DAS CARNES POR Staphylococcus Aureus

Entre as bactérias que usualmente levam ao aparecimento de doencas com
transmissdo via alimentos estd S.aureus, bactéria que produz enterotoxinas
estafilococicas resistentes a proteases gastrointestinais que quando presentes em
alimentos contaminados e consequentemente consumidos pelos humanos, leva a
sintomas como a diarreia, vomito e desidratacdo (Jaja et al., 2018). Vale destacar
ainda que doencas transmitidas por alimentos devido a contaminag&o bacterioldgica
sdo na maioria das vezes devido a falhas de procedimentos durante a producéo
alimentar (Melngaile et al., 2014).

A contaminacao das carnes por S. aureus pode ser considerada um indicador
de falta de higiene e de condi¢cdes adequadas de armazenamento. Animais como
gado, porcos, galinhas, perus, ovelhas e o homem podem ser colonizados por S.
aureus na pele e nas narinas. Assim, a contaminacgéo da carne por S. aureus ao longo
da cadeia alimentar pode originar-se tanto de animais como de humanos. Varios
estudos tem mostrado que a contaminacdo dos alimentos com S. aureus s&o

majoritariamente causadas pelos manipuladores de alimentos (Naas et al., 2019;
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Thwala et al., 2021).

S. aureus com padrdo multirresistente tem sido isolado em amostras de carnes
de varios estudos (Naas et al., 2019; Thwala et al., 2021). Ozdemir e Keyvan (2016)
avaliaram a ocorréncia de S. aureus em carnes bovinas, ovinas e de frangos, e
observaram a presenca de cepas resistentes a antibidticos como tetraciclinas e
ampicilinas. S. aureus tem sido relatada nas ultimas décadas por ser resistente a
muitos agentes antimicrobianos disponiveis, e a causa mais comum de infec¢bes
estafilococicas resistentes se deve a presenca de cepas S. aureus resistente a
meticilina (MRSA) (Thwala et al., 2021).

2.5 CONTAMINACOES DAS CARNES POR Salmonella Spp.

No Brasil, Salmonella spp. foi o principal microrganismo patogénico causador
de aparecimentos em larga escala de doencas de transmissdo hidrica e alimentar
(DTHA) entre os anos 2000 e 2016. Além disso, de acordo com a literatura, os
produtos carneos sdo os principais veiculos de transmissao deste patogéno (Ristori et
al., 2017). Pelo fato da salmonelose ser transmitida principalmente por meio de
alimentos de origem animal, existe uma preocupacdo mundial em sua contencao, ja
que pelo aumento de casos de DTHA, ha também um aumento no numero de
hospitalizacBes e gasto médico com pacientes (Raseta et al., 2017).

A presenca de Salmonella spp. mesmo que em pequenas quantidades nao é
permitida em produtos alimentares, sendo vista como uma variavel de risco para o
consumidor (irkin, Bozkurt, Timen, 2021). A respeito disso, tem-se na legislacéo
brasileira que esta bactéria deve estar ausente em 25 g de carne bovina, sendo assim,
o alimento ndo deve conter quantidade alguma deste patogéno (Brasil, 2022a).

Martinez-Chavez e colaboradores (2015) avaliaram na cidade do México a
ocorréncia de Salmonella spp. em um total de 291 amostras de carne bovina in natura.
Os autores observaram gque 36% das amostras estavam contaminadas pela bactéria.
Segundo os autores, o resultado encontrado referente a alta prevaléncia do patogéno
pode ser consequéncia de falhas em processos de boas praticas de producéo e

auséncia de boas condi¢des higiénico-sanitarias.
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3 JUSTIFICATIVA

A qualidade da carne bovina inclui precaugcbes com processos de producao e
condicbes de armazenamento, se tratando de um alimento de origem animal
altamente perecivel, com possibilidade de degradacdo. As carnes in natura estdo
sujeitas a contaminacdo por diversos microrganismos patogénicos, podendo causar
toxinfeccBes alimentares. As andlises microbioldgicas das carnes bovinas in natura
coletadas no Distrito Federal tém por finalidade verificar se essas carnes estdo sendo

comercializadas com qualidade para a populacéo do Distrito Federal.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo geral avaliar a qualidade microbioldgica de
carnes bovinas resfriadas (carnes embaladas a vacuo e carnes embaladas em
bandeja de poliestireno envoltas em papel filme), comercializadas em diferentes

supermercados do Distrito Federal.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar as analises bacteriol6gicas: contagem total dos microrganismos
mesofilos e psicrotréficos, determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de
coliformes totais e de coliformes termotolerantes, contagem de Staphylococcus

aureus, pesquisa de Escherichia coli e pesquisa de Salmonella spp;

e Realizar teste de suscetibilidade antimicrobiana das cepas de E. coli e S.

aureus isoladas das carnes, segundo o método de Kirby-Bauer;

e Verificar a genotipagem por meio da técnica de PCR para confirmar cepas

suspeitas de Salmonella spp.
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5 METODOLOGIA

5.1 COLETA DAS AMOSTRAS E ANALISES MICROBIOLOGICAS

As nove amostras de carne bovina resfriadas, sendo quatro amostras
embaladas a vacuo (CA) e cinco amostras embaladas em bandeja de poliestireno
envoltas em papel fiime (CB), foram coletadas em diferentes supermercados do
Distrito Federal, adequadamente acondicionadas e conduzidas ao Laboratério de
Controle de Qualidade da UnB/FCE. As andlises foram realizadas no prazo méaximo de
uma hora apos a coletadas amostras. Todas as amostras foram avaliadas em trés
repeticdes, ou seja, foram retiradas trés aliquotas de cada embalagem e os resultados
foram apresentados como média em log de UFC/g ou NMP/g.

O preparo das amostras e as analises microbiolégicas (contagem de bactérias
mesofilas, psicrotréficas, Staphylococcus aureus, determinacdo do numero mais
provavel (NMP) e pesquisa de Salmonella spp.) foram realizados conforme Rodrigues
(2021).

5.2 ANALISES MOLECULARES

Para identificacdo molecular do género Salmonella spp. por PCR foi buscado o
gene de viruléncia invA, utilizando o primer especifico expresso no Quadro 1. O gene
invA é bastante aceito para identificacdo de Salmonella spp., ja que esta presente na

maioria das espécies do género (Ncbi, 2020).

Quadro 1 - Oligonucleotideo utilizado para identificacdo de Salmonella spp.

Gene Sequéncia de Primer (5°-3’) Amplificacdo Espécie
invA GCTGATGCCGGTGAAATTAT

foward 445 pb Salmonella spp.
invA CGACAAGACCATCACCAATG

reverse

Fonte: Ara(jo, 2015.

Os isolados presuntivos suspeitos de serem Salmonella spp. foram
identificados através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR). As
colbnias isoladas foram inoculadas individualmente, em caldo LB e incubadas a 37°C
por 18 h. A extracdo do DNA foi realizada de acordo com o protocolo proposto no kit
comercial NucleoSpin Plasmid — Macherey — Nagel (Ref: 740588.50 — Lote: 2006/002).
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Apds a extracdo do DNA, a amplificacdo de fragmentos de genes foi realizada

utilizando o termociclador Techne” modelo TC-512. As condicdes de termociclagem
para o gene invA foram 50°C por 2 min., 95°C por 2 min. e 40 ciclos de desnaturacao
a 95°C por 15 seg., seguida de 60°C por 30 seg, para o anelamento dos
oligonucleotideos e 72°C por 30 seg. para a extensao dos fragmentos. Os produtos
de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose, contendo brometo de

etideo e visualizados sob iluminacéo ultra-violeta. O marcador de massa molecular

utilizado foi o 100 pb DNAI/Hindlll (Jena®).
5.3 PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

A susceptibilidade das cepas aos antimicrobianos foi avaliada pela técnica de
disco difusdo, utilizando protocolo recomendado pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (Clsi, 2020). Os antimicrobianos e as concentracbes em

microgramas testados estdo descritos nos Quadros 2 e 3.

Quadro 2 - Antimicrobianos e concentracdes utilizadas para cepas de Escherichia
coli (enterobactérias).

Antimicrobianos Concentracéao
Amoxicilina* (AMC) 20 +10 pg
Cefotaxima (CTX) 30 ug
Ceftazidima (CAZ) 30 ug
Ciprofloxacina (CIP) 5 ug
Cloranfenicol (CLO) 30 ug
Gentamicina (GEN) 10 ug
Imipenem (IMP) 10 g

Sulfonamida (SUL) 300 ug
Tetraciclina (TET) 30 pg

Fonte: Autoria prépria (2023).
Legenda: *Amoxicilina e acido clavulanico; ug: micrograma.
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Quadro 3 - Antimicrobianos e concentracfes utilizada para cepas de

Staphylococcus aureus.

Antimicrobianos Concentragao
Amoxicilina* (AMC) 20 +10 ug
Cefoxitina (CFO) 30 ug
Ciprofloxacina (CIP) 5 ug
Cloranfenicol (CLO) 30 ug
Eritromicina (ERI) 15 ug
Gentamicina (GEN) 10 g
Sulfonamida (SUL) 300 pg
Tetraciclina (TET) 30 ug
Vancomicina (VAN) 30 ug

Fonte: Autoria propria (2023).

Legenda: *Amoxicilina e acido clavulanico; ug: micrograma

As zonas de inibicdo foram medidas e classificadas como sensivel e resistente

de acordo com recomendacfes do CLSI (2020) e estdo descritas nos Quadros 4 e 5.

As cepas testadas que apresentaram resisténcia a trés ou mais antimicrobianos foram

classificadas como multirresistentes.

Quadro 4 - Classificacdo das zonas de inibicdo para Escherichia coli.

Antimicrobianos

Amoxicilina*
Cefotaxima
Ceftazidima
Ciprofloxacina
Cloranfenicol
Gentamicina
Imipenem
Sulfonamida
Tetraciclina

Halo R
(mm)

<13
<22
<17
<21
<12
<12
<19
<12
<11

Halo | Halo S
(mm) (mm)
14-17 >18
23-25 > 26
18-20 =21
22-25 > 26
13-17 >18
13-14 215
20-22 =23
13-16 217
12-14 >15

Fonte: CLSI (2020).

Legenda: *Amoxicilina e acido clavulanico; Halo R: resistente; Halo I: intermediario; Halo S:

sensivel; mm: milimetro.
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Quadro 5 - Classificacdo das zonas de inibicdo para Staphylococcus aureus.

e . Halo R Halo | Halo S
Antimicrobianos
(mm) (mm) (mm)
Amoxicilina* <21 - =22
Cefoxitina <21 - =22
Ciprofloxacina <15 16-20 221
Cloranfenicol <12 13-17 >18
Eritromicina <13 14-22 =23
Gentamicina <12 16-14 >15
Sulfonamidas <12 13-16 =17
Tetraciclina <14 15-18 =19
Vancomicina <15 - -

Fonte: CLSI (2020).
Legenda: *Amoxicilina e acido clavulanico; Halo R: resistente; Halo I: intermediario; Halo S:
sensivel; mm: milimetro.

5.4 ANALISES ESTATISTICAS

O teste U de Mann-Whitney foi utilizado para determinar se houve diferenca
entre os valores microbioldgicos encontrados nas carnes embaladas a vacuo e em
papel filme. O valor de p > 0,05 encontrado sugere que ndo houve significancia
estatistica considerando o tipo de embalagem. As analises estatisticas foram

realizadas utilizando o IBM® SPSS Statistics versao 28.0.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ANALISE DA QUALIDADE MICROBIOLOGICA DAS AMOSTRAS DE CARNE
BOVINA IN NATURA

Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados obtidos a partir das andlises
microbiolégicas das amostras de carnes bovinas (embaladas a vacuo ou em badeja)
comercializadas no Distrito Federal. Os resultados fora dos padrées de qualidade

microbioldgico estabelecidos na literatura estdo destacados em negrito.

Tabela 1 - Analises microbiolégicas de amostras de carne bovina in natura
comercializadas no Distrito Federal

. Bactérias Coliformes Coliformes
Bactérias . P . S. aureus
=1«  psicrotréficas totaist termotolerantes  Salmonella
mesodfilas 11t
Amostras (log UFC/g) T (log 11 spp. 1t (log Embalagem
(log UFC/q) NMP/g) (log NMP/qg) UFClg)
1 4,32+ 0,48 ND 2,32 £0,55 2,32 * 0,55 Ausente 3,00+ 0,00 VACUO
2 6,301 0,08 ND 3,04 £ 0,00 3,04 £ 0,00 Ausente ND VACUO
3 5,40+ 0,19 ND 3,041 0,00 3,04 +£1,06 Ausente ND VACUO
4 3,39+ 0,51 ND 3,041 0,00 3,04 +0,38 Ausente 2,30+ 0,00 VACUO
5 4,94+ 0,88 6,16 £ 0,54 2,17+ 0,05 2,17 * 0,05 Ausente 2,30+ 0,00 BANDEJA
6 4,57+ 0,11 5,03+ 0,27 1,46+ 0,14 1,46 + 0,77 Ausente ND BANDEJA
7 2,38+ 0,55 3,17 £ 0,49 1,30+ 1,00 1,04 £ 1,20 Ausente 2,00+ 0,00 BANDEJA
8 2,60+ 0,00 3,84 £ 0,08 2,66+ 0,29 3,04 £ 0,00 Ausente 2,00+ 0,00 BANDEJA
9 4,95+ 0,00 6,18 £ 0,31 3,041 0,00 3,04 £ 0,00 Ausente ND BANDEJA

Fonte: Autoria propria (2023).

Legenda: UFC: Unidade formadora de colonias; NMP: NUmeros mais provavel por grama; ND:
néo detectado.

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo de trés repeticdes. Valores de
referéncia: Bactérias mesdfilas* limite aceitavel até 6,00 log UFC/g (BRASIL, 2022); Bactérias
psicrotroficast limite aceitavel até 7,00 log UFC/g (ICMSF, 1986); Coliformes totaist limite
aceitavel até 3,00 log NMP/g (USDA, 2023); Coliformes termotolerantestt limite aceitavel até
2,00 log NMP/g (BRASIL, 2022); ¥t Salmonella spp. Ausente (BRASIL, 2022); S. aureusttt
limite aceitavel até 4,00 log UFC/g (BRASIL, 2022)

Para as bactérias mesofilas, considerando o valor de referéncia (limite aceitavel
até 6,00 log UFC/g) estabelecido pelo documento mais recente sobre qualidade
microbiolégica de alimentos no Brasil, a Instrugcdo Normativa n° 161, deliberado pela
ANVISA em junho de 2022 (Brasil, 2022), observa-se que oito amostras (88,88%)
estavam dentro dos parametros aceitaveis de qualidade, e que apenas uma amostra

de CA (11,12%) ultrapassou o valor maximo permitido, apresentando contagem de
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6,30 log UFC/g. Teshome, Assefa e Keba (2020) avaliaram a qualidade microbiolégica
da carne bovina crua na Etiopia e encontraram um valor médio de bactérias mesofilas
de 8,34 log UFC/g, ou seja, um quantitativo maior do que o limite maximo de 7,00 log
UFC/g que foi indicado como referéncia de qualidade no estudo.

A alta carga de bactérias mesofilas ocorre devido a processos inadequados
durante as etapas de processamento da carne. Além disso, indica possiveis condi¢cdes
de armazenamento impréprio para a carne in natura, como por exemplo, falta de
refrigeracdo ou ainda armazenamento sob temperaturas superiores a 7°C
(Osemwowa et al., 2021; Brasil, 2004). O nivel elevado dessas bactérias ainda é um
indicador de contaminacao cruzada e/ou falta de higienizacdo adequada, além de
apontar a possivel presenca de microrganismos patogénicos como Salmonella spp.,
Escherichia coli sorotipo patogénico e Staphylococcus aureus, podendo trazer
problemas graves a saude daqueles que consomem esses alimentos mal preparados
e conservados (Da Silva Silvestre et al., 2013).

Para as bactérias psicrotréficas, ndo ha na legislacao brasileira um quantitativo
aceitavel nos alimentos carneos, portanto, foi utilizado como parametro de analise o
guia internacional do ICMSF (1986) (do inglés International Comission on
Microbiological Specifications for Foods) onde o0 maximo aceitavel em alimentos € de
7,00 log UFC/g. Nas amostras analisadas neste estudo, nenhuma ultrapassou este
limite maximo. Além disso, pode-se observar que as amostras de carne bovina
embaladas a vacuo nao apresentaram bactérias psicrotréficas. De Souza Velho e
colaboradores (2015) encontraram contagens de bactérias psicrotroficas inferiores a
7,00 log UFC/g em 100% das amostras de carnes bovinas in natura comercializadas
em supermercados e mercados publicos em Mossoro-RN.

Marquezini e colaboradores (2016) ao avaliarem o crescimento de bactérias
psicrotroficas em carnes bovinas embaladas a vacuo, encontraram uma contagem de
3,24 log UFC/g de bactérias psicrotréficas no 10° dia de estocagem e um valor
superior a 7,00 log UFC/g no 60° dia de estocagem, mostrando que houve um
aumento da carga de bactérias psicrotréficas ao longo do periodo de estocagem
dessas carnes, e que o tempo de prateleira dessas carnes € de no maximo 60 dias e
a partir de entdo comeca a ocorrer a deterioracao das carnes.

Carnes embaladas a vacuo possuem uma atmosfera modificada ha embalagem
com 80% de Oz e 20% de CO2. O gas CO2 demonstra efeitos inibitorios sobre as

bactérias mais comuns na deterioracdo da carne, e concomitante a isso, se
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armazenadas sob baixas temperaturas, essas carnes tém um prolongamento de sua
vida de prateleira (Hilgarth & Behr & Vogel, 2018).

A legislacéo brasileira ndo estabelece padréo de coliformes totais para carne
bovina. Por isso, ao considerar o documento da United States Department of
Agriculture (Usda, 2023), que trata sobre Testes Microbiologicos de Produtos
Cérneos, Aves e Ovos, considera-se como parametro de qualidade microbioldgica o
valor aceitdvel de coliformes totais em amostras de carne desossadas,
independentemente do tipo de acondicionamento utilizado, de até 3,00 log NMP/g.
Neste estudo, quatro amostras (44,44%) mostraram enumeracgao de coliformes totais
maior que 3,00 log NMP/g e 5 amostras (55,56%) mostraram valores entre 1,30 e 2,66
NMP/g.

Jaja e colaboradores (2018) observaram elevada presenca de coliformes totais,
variando de 4,10 até 6,30 log UFC/g, em carnes cruas comercializadas nos setores
formais e informais na Africa do Sul. J& Silva e colaboradores (2016) verificaram a
presenca de coliformes totais em diversos tipos de cortes de carnes bovinas de
abatedouros localizados no estado de Mato Grosso, e encontraram uma contagem
menor de coliformes totais, sendo a média observada de 1,07 log UFC/g. Essa
diferenca entre abatedouro e mercados enfatiza que a existéncia elevada de
coliformes totais em alimentos é um forte indicador de descuido no processo de
higienizacdo e manipulacdo de alimentos. As contaminacfes das carnes por esses
microrganismos acontecem ao longo da cadeia de produc¢édo (Castro, 2019; Hu et al.,
2016).

J& para os coliformes termotolerantes, mais especificamente, Escherichia coli,
a legislacao brasileira estabelece o limite de 2,00 log NMP/g em carnes bovinas cruas
embaladas a vacuo ou ndo. Observa-se que neste estudo, apenas duas amostras
(22,22%) apresentaram condi¢cOes higiénicas satisfatérias e proprias para consumo,
segundo a legislacdo vigente, enquanto sete amostras (77,78%) apresentaram
enumeracgdo de coliformes termotolerantes acima do permitido. Este € um resultado
muito relevante, jA que a presenca destes microrganismos € possivelmente
relacionada a contaminacao de origem fecal, levando a considerar a falta de higiene
durante as etapas de producdo e manipulagédo da carne bovina (Fernandes et al.,
2017). Além disso, estes microrganismos podem ainda sobreviver por algumas horas
e até mesmo dias em equipamentos, roupas e objetos que entraram em contato com

a carne, levando a contaminacéo cruzada do alimento (Bier et al., 2017).
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Machado e colaboradores (2018) avaliaram as condi¢des higiénico sanitarias
da carne bovina resfriada embalada a vacuo produzida por estabelecimentos
detentores de Servico de Inspecdo Federal (SIF) no estado de Mato Grosso. A
contaminacdo média por coliformes termotolerantes foi 0,88 log NMP/g. Esses
resultados novamente reforgam a diferenca entre abatedouro e mercados, mostrando
gue as contaminagdes das carnes por esses microrganismos acontecem ao longo da
cadeia de producéo.

Para Salmonella spp. a legislacdo brasileira estabelece que esta bactéria deve
estar ausente em carnes bovinas. Observou-se que nao houve identificacdo de
Salmonella spp. nas amostras deste estudo. Abreu e colaboradores (2011) realizaram
analises microbioldgicas em carnes bovinas comercializadas no municipio de Parana,
e obtiveram resultados semelhantes a presente pesquisa, sendo que das 10 amostras
avaliadas, nenhuma teve resultados demostrando a presenca de Salmonella spp. Em
contrapartida, Bier e colaboradores (2018) encontraram 2,5% (7/270) de amostras de
carnes bovinas com presenca de Salmonella spp. em abatedouros localizados no
estado do Mato Grosso do Sul. E importante destacar que as amostras vieram de trés
abatedouros diferentes, entretanto, apenas um local apresentou amostras
contaminadas. Além disso, € importante considerar que o quantitativo de amostras do
estudo dos autores em questdo foi bem superior ao quantitativo de amostras que foi
analisado nesta pesquisa.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, a presenca de Salmonella
spp. em alimentos possui grande relevancia, visto que esse patégeno é um importante
indicador de risco a saude do consumidor (Who, 2005). Além disso, segundo
documento publicado em 2022 pela European Food Safety Authority, Salmonella
Typhimurium foi o sorovar mais frequentemente associado ao consumo de carne de
aves, carnes suinas e carnes bovinas contaminadas (Efsa, 2022). Sao reconhecidos
mais de 2.500 sorovares de Salmonella, sendo a salmonelose a segunda doenca
zoonoGtica mais comum em surtos de doencgas transmitidas por alimentos. Além disso,
essas bactérias estéo entre as principais causas de gastroenterites em diversos locais
ao redor do mundo, se tornando um assunto delicado de saude publica. Ainda deve
se levar em consideracdo a sua alta resisténcia a diversos antibioticos, sendo
principalmente resistentes aos de terceira geragdo como fluoroquinolonas e
cefalosporinas (Brasil, 2011; Efsa, 2022; Koondhar et al., 2021).
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Para S. aureus (estafilococos coagulase positiva), a legislacdo brasileira
apresenta valores de referéncia para carne bovina moida, sendo o limite de 4,00 log
UFC/g. Assim, ao avaliar a qualidade microbiolégica das amostras de carne bovina in
natura deste estudo, ndo houve nenhuma amostra que ultrapassou este limite, sendo
gue cinco amostras (55,55%) estavam contaminadas com S. aureus apresentando
contagens entre 2,00 e 3,00 log UFC/g e quatro amostras (44,45%) ndo estavam
contaminadas com S. aureus.

Ozdemir e Keyvan (2016) ao analisarem 75 amostras de carne bovina,
observaram que 14,60% das amostras estavam contaminadas com S. aureus. Osman
e colaboradores (2017) também encontraram resultados parecidos, sendo que de 23
amostras de carne bovina analisadas, apenas 3 amostras (13,04%) estavam

contaminadas com S. aureus.

6.2 PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE ANTIMICROBIANA DAS CEPAS DE
Escherichia coli

Na Tabela 2 esta apresentado o perfil de susceptibilidade antimicrobiana das
12 cepas de Escherichia coli isoladas das carnes bovinas in natura comercializadas

no Distrito Federal.

Tabela 2 - Perfil de suscetibilidade antimicrobiana das cepas de Escherichia coli
provenientes de amostras de carne bovina in natura embaladas a vacuo ou em
bandejas comercializadas no Distrito Federal.

0, 0, 0

Antimicrobianos (IT])/O I(n/; (Sn)@
Sulfonamida (SUL) 83,33 (10) 0,00 (0) 16,67 (2)
Cefotaxima (CTX) 33,33 (4) 0,00 (0) 66,67 (8)
Ceftazidima (CAZ) 33,33 (4) 0,00 (0) 66,67 (8)
Amoxicilina* (AMC) 25,00 (3) 41,67 (5) 33,33 (4)
Cloranfenicol (CLO) 8,33 (1) 0,00 (0) 91,67 (11)
Ciprofloxacina (CIP) 0,00 (0) 33,33 (4) 66,67 (8)
Gentamicina (GEN) 0,00 (0) 0,00 (0) 100,00 (12)
Imipenem (IMP) 0,00 (0) 8,33 (1) 91,67 (11)
Tetraciclina (TET) 0,00 (0) 0,00 (0) 100,00 (12)

Fonte: Autoria propria (2023).
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Legenda: *Amoxicilina e acido clavulanico; R= resistente; | = intermediario; S = sensivel; n = nimero
de cepas; % = porcentagem em relacdo ao total de 12 cepas. Referéncia com base no CLSI 2020.

As cepas de E. coli deste estudo apresentaram um perfil de resisténcia maior
para sulfonamida (83,33%), cefotaxima e ceftazidima (33,33%), além de 66,67% de
perfil resistente e intermediario para amoxacilina com acido clavulanico. Martinez-
Vazquez e colaboradores (2018) analisaram 74 cepas de E. coli isoladas de carnes
bovinas comercializadas na cidade Tamaulipas no Mexico e encontraram um valor de
73,00% (54/74) de resisténcia a cefotaxima, seguido de 50,00% (37/74) de resisténcia
a amoxicilina com acido clavulanico.

As B-lactamases séo as principais enzimas responsaveis pela resisténcia aos
antimicrobianos B-lactamicos em bactérias Gram-negativas, por isso, deve-se atentar
ao desenvolvimento de cepas ESBL (B-lactamases de espectro estendido). As cepas
ESBL séo capazes de hidrolisar uma extensa selecao de antibidticos das classes dos
B-lactamicos, como cefalosporinas, penicilinas e monobactamicos (Dandachi et al.,
2018; Ejaz et al., 2021; Wasink, Rozanska, Osek 2014).

As cepas de E. coli apresentaram perfil de sensibilidade maior para
gentamicina (100,00%), tetraciclina (100,00%) e cloranfenicol (91,67%). Com
resultados semelhantes a este trabalho, Queiroz (2017) isolaram 40 cepas de E. coli
provenientes de carnes bovinas moida. A gentamicina apresentou 100% de eficacia
contra estas cepas, cloranfenicol apresentou 92,5% de eficacia e a tetraciclina
apresentou 87,5% de eficacia.

A resisténcia antimicrobiana apresenta-se como um problema saude global.
O uso crescente e desenfreado de antimicrobianos nos animais € apontado com uma
das principais causas de aparecimento de linhagens bacterianas resistentes. Embora,
em algumas situacdes de bem-estar do animal, € inevitavel a utilizacdo de medicagfes
durante o tratamento, deve se levar em consideragédo o uso prudente dessas drogas.
O aumento da resisténcia antimicrobiana resulta na ineficiéncia do tratamento de
diversas infecgbes, ocasionando prolongamento no tempo de hospitalizacdo e
aumentando a morbimortalidade (Kaniyamattam, Tauer, Grohn 2021; Sacher—
Pirklbauer et al., 2021; Boujderda, Lahouel 2022).
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6.3 PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE ANTIMICROBIANA DAS CEPAS DE
Staphylococcus Aureus

Na Tabela 3 esta apresentado o perfil de susceptibilidade antimicrobiana das
10 cepas de Staphylococcus aureus isoladas das carnes bovinas in natura,

comercializadas no Distrito Federal.

Tabela 3 - Perfil de suscetibilidade antimicrobiana das cepas de Staphylococcus
aureus provenientes de amostras de carne bovina in natura embaladas a vacuo ou
nao comercializadas no Distrito Federal.

Antimicrobianos R % | % S %
(n) (n) (n)

Sulfonamidas 40,00 (4) 10,00 (1) 50,00 (5)
Cefoxitina 30,00 (3) -- 70,00 (7)
Cloranfenicol 20,00 (2) 00,00 (0) 80,00 (8)
Amoxicilina* 10,00 (1) -- 90,00 (9)
Ciprofloxacina 10,00 (1) 00,00 (0) 90,00 (9)
Eritromicina 10,00 (1) 00,00 (0) 90,00 (9)
Tetraciclina 10,00 (1) 00,00 (0) 90,00 (9)
Gentamicina 00,00 (0) 00,00 (0) 100,00 (10)
Vancomicina -- -- 50,00 (5)

Fonte: Autoria propria (2023).

Legenda: *Amoxicilina e acido clavulanico; R= resistente; | = intermediario; S = sensivel; n= nimero

de cepas; % = porcentagem em relacéo ao total de 10 cepas. Referéncia com base na CLSI 2020.

As cepas de S. aureus apresentaram um perfil de resisténcia maior para as
sulfonamidas (40,00%), cefoxitina (30,00%), e cloranfenicol (20,00%). De acordo com
o protocolo da CLSI (2020), o teste de resisténcia com discos de cefoxitina e oxacilina
sao equivalentes e servem para predizer resisténcia a oxacilina mecA-mediada MRSA
(do inglés Methicillin-resistant Staphylococcus aureus). Portanto, as cepas que
apresentarem resisténcia a classe das meticilinas sdo consideradas potencialmente
resistentes a qualquer farmaco da classe dos [-lactamicos (Tesfaye et al., 2021).

A resisténcia a vancomicina néo foi abordada neste trabalho, pois o diametro
do halo igual ou inferior a 14 mm para o isolado de S. aureus deve ser testado
utilizando o método de Concentracgéao Inibitéria Minima (CIM) de referéncia. A técnica
de disco difusdo nao distingue as cepas com sensibilidade reduzida a vancomicina
(CIM 4-8 ug/mL)das cepas sensiveis (CIM 0,5-2 ug /mL) (Brcast/Eucast, 2021).

Freitas e colaboradores (2018) encontraram em 100% de suas amostras de
carne bovina in natura, resisténcia antimicrobiana de S. aureus para a cefoxitina.

Pekana e Green (2018) encontraram valores de resisténcia antimicrobiana em
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amostras de carnes bovinas, coletadas na Africa do Sul, para tetraciclina (39,20%) e
eritromicina (48,00%). Kim e colaboradores (2020) ao realizarem pesquisa na Coreia
com amostras bovinas in natura local e amostras importadas, também encontraram
um valor de resisténcia para a eritromicina, sendo de 10,40% para carne bovina local,
e 21,40% para carnes bovinas importadas. Outro perfil importante de resisténcia
encontrado foi de penicilina, sendo 78,10% para carne bovina local, e 53,60% para
carne bovina importada.

As cepas isoladas de S. aureus apresentaram maior sensibilidade com os
antimicrobianos: gentamicina (100,00%), eritromicina (90,00%), e tetraciclina
(90,00%) (Tabela 3). Estes resultados corroboram com os achados encontrados por
Bier e colaboradores (2022), que encontraram alta sensibilidade de cepas de S.
aureus isoladas de carnes bovinas in natura para gentamicina (100,00%) e tetraciclina
(81,25%). Pinheiro (2019) também reportou que cepas de S. aureus isoladas de
carnes bovinas in natura apresentaram sensibilidade aos antimicrobianos: eritromicina
e cefoxitina.

Com o aumento do consumo de antibioticos com finalidade terapéutica e de
crescimento do animal, ocorre o aumento da resisténcia bacteriana a medicamentos
que sao utilizados tanto na medicina veterinaria quanto humana, e tal fato atrapalha o
tratamento de enfermidades bacterianas simples, levando a um tratamento clinico
ineficaz, tempo de internacdo maior e aumento da morbidade e mortalidade
(Kaniyamattam, Tauer, Grohn 2021; Sacher—Pirklbauer et al., 2021; Boujderda,
Lahouel 2022).

6.4 PERFIL DE RESISTENCIA E MULTIRRESISTENCIA A
ANTIMICROBIANOS DE CEPAS DE Escherichia coli E Staphylococcus Aureus

Na Tabela 4 sdo apresentados o perfil de resisténcia e multirresisténcia nas
cepas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus isoladas das carnes bovinas in

natura, comercializadas no Distrito Federal.



31

Tabela 4 - Numero de classes de antimicrobianos que apresentaram resisténcia as
cepas de Escherichia coli e de Staphylococcus aureus isoladas das amostras de

carne bovina in natura comercializadas no Distrito Federal.
N° de classes de

antimicrobianos com E. coli S- aureus
resisténcia N (%) N (%)

0 1 8,34 0 00,00
1 4 33,33 5 50,00
2 3 25,00 3 30,00
3 4 33,33 1 10,00
4 0 00,00 1 10,00
5 0 00,00 0 00,00
6 0 00,00 0 00,00
7 0 00,00 0 00,00
Multirresistente (2 3) 4 33,33 2 20,00
Total 12 10

Fonte: Autoria propria (2023).
Legenda: N: nUmero de cepas; %: porcentagem de cepas em relagdo ao total de bactérias isoladas.
Referéncia com base na CLSI 2020.

Foi observado que 33,33% das cepas de E. coli apresentaram um perfil de
multirresisténcia a antimicrobianos, ou seja, séo resistentes a pelo menos trés classes
de antibibticos diferentes. Para as cepas de S. aureus, os resultados mostraram
20,00% das cepas com perfil de multirresisténcia. Vale destacar ainda que houve uma
cepa de S. aureus resistente a quatro classes diferentes de antimicrobianos.

Haile e colaboradores (2022) observaram em cepas de E. coli O157:H7
isoladas de amostras de carne bovina na Etidpia, um perfil de multirresisténcia de
57,14% (8/14), sendo que 35,68% (5/14) apresentaram resisténcia a trés categorias
de antimicrobianos diferentes, 7,14% (1/14) a quatro categorias de antimicrobianos e
14,28% (2/14) apresentaram resisténcia a cinco categorias diferentes de
antimicrobianos.

Waters e colaboradores (2011) encontraram uma multirresisténcia de 35,00%
(6/17) em cepas de S. aureus isoladas de carne bovina moida. Atualmente diversas
cepas de S. aureus de origem alimentar apresentam resisténcia a diversos tipos de
antimicrobianos. As cepas multirresistentes vém se espalhando rapidamente ao redor

do mundo, trazendo um grande perigo a saude global (Salinbaba, 2022).
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7 CONCLUSAO

Neste estudo foi observado que a maioria das amostras de carne bovina in
natura (77,78%) comercializadas no Distrito Federal ndo apresentou qualidade
microbioldgica satisfatoria. Todas as quatro amostras de carne bovina embaladas a
vacuo apresentaram resultados inadequados de coliformes termotolerantes (E. coli).
Ja das cinco amostras de carne bovina embaladas em bandeja de poliestireno
envoltas em papel filme, trés amostras apresentaram resultados inadequados de
coliformes termotolerantes.

Na analise do perfil de resisténcia antimicrobiana das cepas de E. coli e S.
aureus presentes nas amostras de carne bovina, a grande preocupac¢do se da devido
a presenca de cepas multirresistentes de ambas as espécies bacterianas, trazendo
um sinal de alerta sobre o uso desenfreado e inconsequente dos farmacos
antibacterianos na medicina veterinaria.

Outro ponto que deve ser destacado é que na literatura quase nao ha estudos
retratando o perfil de multirresisténcia de cepas de E. coli e S. aureus isoladas a partir
de carnes bovinas embaladas a vacuo, mostrando a necessidade da realizacdo de
mais estudos que no futuro podem orientar a criacdo de legislacfes que limitem este

parametro.
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