UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAPA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
DEPARTAMENTO DE POS-GRADUAGAO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE - PPGCS

DIOGO VITOR SOARES TRINDADE

ANALISE MICROBIOLOGICA, MOLECULAR E FiSICO-QUIMICA DA CARNE
MOIDA COMERCIALIZADA EM SUPERMERCADOS DE MACAPA, AMAPA

MACAPA
2019



DIOGO VITOR SOARES TRINDADE

ANALISE MICROBIOLOGICA, MOLECULAR E FiSICO-QUIMICA DA CARNE
MOIDA COMERCIALIZADA EM SUPERMERCADOS DE MACAPA, AMAPA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-
Graduacgédo em Ciéncias da Saude, na area de
concentracdo  Ensaios  Biolégicos, como
requisito para obtencg&o do titulo de Mestre em
Ciéncias da Saude.

Orientador: Prof. Dr. Julio César Sa de Oliveira.

MACAPA
2019



Dados Internacionais de Catalogacéo na Publicagdo (CIP)
Biblioteca Central da Universidade Federal do Amapa
Elaborada por Orinete Costa Souza — CRB-2/1709

Trindade, Diogo Vitor Soares.

Analise microbioldgica, molecular e fisico-quimica da carne moida
comercializada em supermercados de Macapa, Amapé / Diogo Vitor

Soares Trindade; Orientador, Julio César Sa de Oliveira. — Macap4, 2019.
48 f.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal do Amapa, Programa
de Pds-Graduagdo em Ciéncias da Satde.

1. Microbiologia. 2. Alimentos de origem animal - Contaminacéo. 3.
Carne - Microbiologia. 4. Carne de boi. I. Oliveira, Jilio César Sa de,
orientador. Il. Fundacgao Universidade Federal do Amapa. IlI. Titulo.

664.9 T833a
CDD. 22 ed.




DIOGO VITOR SOARES TRINDADE

ANALISE MICROBIOLOGICA, MOLECULAR E FiSICO-QUIMICA DA CARNE
MOIDA COMERCIALIZADA EM SUPERMERCADOS DE MACAPA, AMAPA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em Ciéncias da Saude, na area de
concentracdo Ensaios Bioldgicos, como requisito
para obteng&o do titulo de Mestre em Ciéncias da
Saude.

Orientador: Prof. Dr. Julio César Sa de Oliveira.

DATA DE APROVACAO: (& 1 05 | /9

L Mmoo~ e A {/WW

~ Examinadora: Profa. Dra. Amanda Alves Fecury

UNIVERSlDAD%ﬁEW AMAPA

INSE

%?/1 lo S @4@/\@0@4

Examinador: Prof. Dr. Marcelo Silva Andragje
UNIVERSIDADE ESTADUAL DO AMAPA

oéé{%/y g’w”'\_

Orientador: Prof. Dr.: Julio César Sa de Oliveira.
UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAPA

MACAPA
2019



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela Sua fidelidade e por ter me dado satde e sabedoria para completar mais
essa etapa do meu desenvolvimento académico e intelectual. “... se somos infiéis, ele
permanece fiel, pois ndo pode negar-se a si mesmo.” 2 Timéteo 2:13

A minha familia, em especial minha progenitora Marilda de Oliveira Soares, que
sempre acreditou em mim mesmo quando dei motivos para descrédito. Pelo amor,
pelo empenho e pela educacao.

Ao professor Msc. Claude Porcy, que me iniciou na pesquisa cientifica e me ensinou
a amar a microbiologia.

Ao Professor Dr. Julio César Sa de Oliveira, pela idealizacéo e orientacao da pesquisa.

A toda equipe do laboratério de Ictiologia e Limnologia da Universidade Federal do
Amapa pelo apoio.

Ao Laboratorio Central do Amapa — LACEN-AP, pela parceria e auxilio na etapa
microbioldgica.

Ao Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Amapéa, pela
disponibilizacdo de recurso financeiro e estrutural para a concluséo desta pesquisa.

A minha amada esposa, Ester Paulitsch Trindade pelo incentivo e por sempre fazer
me sentir capaz.

A todos que direta ou indiretamente contribuiram para que concluisse esta pesquisa.



Tudo o que temos de decidir é o que
fazer com o tempo que nos é dado.

Gandalf



RESUMO

As Doencas de Transmissao Alimentar (DTA) sdo um grave problema de saude
publica no Brasil e no que se refere a carne moida bovina, sua composi¢cao quimica,
seu grande conteudo de agua e seu pH favoravel, constitui um excelente substrato
para grande variedade de microrganismos, podendo comprometer seus aspectos
gualitativos e sanitario, associado a isso, 0 processamento em moedores e a
manipulagéo excessiva eleva o risco de contaminagdo do produto. A RDC n° 12,
2001/ANVISA determina padrbes microbiolégicos para alimentos que devem ser
observados pelos estabelecimentos, a fim de ter seguranca na liberacdo de tais
produtos ao comércio. Objetivou-se avaliar a qualidade microbiologica e fisico-quimica
da carne moida bovina comercializada em supermercados pertencentes a cinco
grandes redes na cidade de Macapa — AP. Foram coletadas 16 amostras em duplicata
de carne moida em 16 supermercados de Macapa-AP no periodo de junho a agosto
de 2018 e submetidas aos protocolos de analise fisico-quimica e microbioldgica. Para
medir a temperatura real do produto, utilizou-se termometro infravermelho e seu
resultado registrado e comparado com a temperatura indicada pela prateleira
refrigerada e para a verificar o pH da amostra, foi utilizado potencidmetro digital. O
protocolo microbiologico consiste nas etapas de enriguecimento seletivo,
primeiramente em caldo Rappaport—Vassiliadis e posteriormente em caldo Selenito
Cistina. O isolamento bacteriano realizou-se em Agar Salmonella-Shigella e Agar
Sulfito Bismuto e por fim, a identificacdo bioquimica foi realizada pelo sistema EPM
MILI Citrato. As etapas de enriquecimento e semeadura foram submetidas a
incubacdo em estufa bacteriolégica a 37 °C + 0.2 por 24h, ao passo que a Série
bioguimica em 48h. Adicionalmente, foi realizado a pesquisa de Salmonella spp. e
Staphylococcus aureus por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Foram
detectadas inadequacdes na temperatura de exposi¢cédo das carnes, pois, em 87,5%
dos estabelecimentos (n=14) a temperatura da carne moida estava fora dos padrdes
estabelecidos pela legislacdo, salientando ainda a discrepancia entre a temperatura
real do produto com a indicada no balcéo refrigerado. No que se refere ao pH, apenas
6,25% das amostras (n=1) se mostrou fora dos padrdes ultrapassando o limite
permitido de 6,2. No tocante as analises microbiologicas, apenas 12,5% das amostras
(n=2) atingiram contagens superiores a 5,0 x 108 UFC/g para bactérias mesdfilas, e
6,25% das amostras (n=1) apresentou contagem superior a 1,0 x 10’ UFC/g para
bactérias psicotréficas, indicadores importantes que revelam o estagio de
decomposicdo do alimento. Para Staphylococcus coagulase positiva, as andlises
identificaram a presenca do género bacteriano em todas as amostras, porém, 31,25%
das amostras (n=5) apresentaram contagens superiores a 10° UFC/g marcando o
inicio da producéo da toxina estafilococita. Em apenas 12,5% das amostras (n=2) foi
identificado a presenca de bactérias do género Salmonella spp., confirmados por
PCR. Estes resultados evidenciam inadequac¢des microbiolégicas da carne moida
bovina em supermercados de Macapa-AP, decorrentes de falhas no armazenamento
do produto e, possivelmente, de contaminacao pelos manipuladores, sendo de suma
importancia aumentar a fiscalizagdo de 6rgéos oficiais, realizando ac¢des de educacao
em saude e boas praticas laborais para minimizar os riscos de contaminacao.

Palavras-chave: Microbiologia. Carne moida. Contaminacdo. Supermercados.



ABSTRACT

Foodborne Diseases (FBD) are a serious public health problem in Brazil and, as
regards bovine meat, its chemical composition, high water content and a favorable pH
constitutes an excellent substrate for a large variety of microorganisms, which can
compromise its qualitative and sanitary aspects, associated with this, the processing
in grinders and the excessive manipulation increases the risk of contamination of the
product. RDC No. 12, 2001/ANVISA establishes microbiological standards for food
that must be observed by establishments in order to have safety in the release of such
products to trade. The objective of this study was to evaluate the microbiological
and physicochemical quality bovine ground beef sold in supermarkets belonging to five
major networks in the city of Macapa-AP. Sixteen samples were collected in duplicate
of ground beef in 16 Macapa-AP supermarkets from June to August 2018 and
submitted to physical-chemical and microbiological analysis protocols. To measure the
actual temperature of the product, an infrared thermometer was used, and its result
recorded and compared to the temperature indicated by the refrigerated shelf and to
verify the pH of the sample, a digital potentiometer was used. The microbiological
protocol consists of the selective enrichment steps, first in Rappaport-Vassiliadis broth
and later in Selenite Cystine broth. The bacterial isolation was carried out in
Salmonella-Shigella Agar and Bismuth Sulfite Agar and the biochemical identification
was performed by the EPM MILI Citrate system. The enrichment and sowing stages
were incubated in a bacteriological incubator at 37°C + 0.2 for 24 h, while the
biochemical series in 48 h. In addition, it was conducted of Salmonella spp.
and Staphylococcus aureus by Polymerase Chain Reaction (PCR). There were
inadequacies in the meat exposure temperature, in 87.5% of the establishments (n=14)
the temperature of the ground beef was outside the standards established by the
legislation, also highlighting the discrepancy between the actual temperature of the
product and the indicated temperature in the refrigerated counter. As far as pH is
concerned, only 6.25% of the samples (n=1) were out of standards exceeding the
allowed limit of 6.2. Microbiological analyzes showed that only 12.5% of the samples
(n=2) reached counts higher than 5.0 x 108 CFU/g for mesophilic bacteria, and 6.25%
of samples (n=1) presented a 1.0 x 10’ CFU/g for psychotrophic bacteria, important
indicators that reveal the food decomposition stage. For Staphylococcus coagulase-
positive, the analyzes identified the presence of the bacterial genotype in all the
samples, but 31.25% of the samples (n=5) presented counts higher than 10> CFU/g
marking the beginning of staphylococcal toxin production. The presence of bacteria of
the genus Salmonella spp., confirmed by PCR, was detected in only 12.5% of the
samples (n=2). These results evidenced microbiological inadequacies of bovine
ground beef in supermarkets of Macapa-AP, due to failures in the product storage and,
possibly, contamination by handlers, which is extremely important to increase the
surpervision of official bodies, carrying out health education activities and good work
practices to minimize the risk of contamination.

Keywords: Microbiology. Ground beef. Contamination. Supermarkets.
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1 INTRODUCAO

O consumo de produtos carneos, das suas mais variadas origens, mas
principalmente de origem bovina, suina de aves cresce exponencialmente a cada ano,
colocando o Brasil na sexta posicdo como maior consumidor, com aproximadamente
78,1kg por pessoa ao ano e figura na segunda posicéo na escala de producdo, ficando
atrads somente dos Estados Unidos da América (OCDE, 2016).

Essa atividade econOmica que compreende desde a criacdo do gado,
passando pelos abatedouros, corte e distribuicdo até se tornar no produto para
comercializacdo, ndo esta isento de contaminacfes dos mais variados tipos de
microrganismos, alguns deles extremamente nocivos a salude humana, causadores
de disturbios gastrintestinais em decorréncia da toxinfec¢do (VIDAL- MARTINS et al.,
2014; PARDI, 2005).

Microrganismos como Salmonella spp., Staphylococcus aureus e Clostridium
perfigens sdo os principais patdégenos associados a surtos de toxinfec¢ao veiculados
por produtos carneos contaminados, caracterizando-se como um sério problema de
saude publica. Todavia, o método que é mais utilizado para se elucidar a proveniéncia
de surtos de toxinfec¢éo por alimentos contaminados € a microbiologia convencional,
entretanto, esse método demanda muito tempo para um diagnostico preciso, pois a
técnica empregada de semeadura em meios de cultura, incubacdo e posterior
identificagdo bioquimica da espécie bacteriana, leva em torno de cinco dias para um
resultado positivo, limitando medidas de contencao e controle de qualidade do produto
(WELKER et al., 2010; SOUSA et al., 2012).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a qualidade microbiolégica e fisico-quimica da carne moida bovina

comercializada em supermercados da cidade de Macapa — AP.

2.2 ESPECIFICOS

o Determinar o pH e a temperatura das amostras de carne moida bovina;

. Quantificar microrganismos mesofilos, psicotréficos e Staphylococcus
coagulase positiva (SCP), expressando-os em Unidades Formadoras de Coldnias por
grama (UFC/g);

o Detectar Salmonella sp. e S. aureus pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR);

. Comparar os resultados com o padrdao microbiolégico estabelecido pela
RDC N° 12, de 02 de janeiro de 2001.



14

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 DOENCAS DE TRANSMISSAO ALIMENTAR (DTA)

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude em 2015, as doencas de
origem alimentar foram consideradas o maior problema de saude publica em todo o
mundo, tendo como principais veiculos de contaminacéo as pessoas que manipulam
os alimentos em todos os momentos da sua cadeia produtiva (LUNDGREN et al.,
2009).

Os alimentos contaminados podem se apresentar aparentemente inofensivos,
apresentando odor e sabor normais, dificultando por parte do consumidor identificar
qgual alimento poderia estar contaminado em suas ultimas refei¢cdes. Este fato torna
dificil o rastreamento dos alimentos responsaveis pelas toxinfeccbes ocorridas
(FORSYTHE, 2000).

E importante ressaltar que a politica alimentar se baseia nas diretrizes
internacionais do Codex Alimentarius (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA
SAUDE, 2003), centrada no principio de anélise de risco. Tal politica implica a
avaliacdo e o controle dos riscos que apresentem as matérias-primas, o ambiente, as
praticas agricolas e as atividades de processamento dos alimentos para a salde do
consumidor.

Os alimentos de origem bovina sdo excelentes substratos para o crescimento
de microrganismos, devido principalmente, ao seu teor de nutrientes, as suas
qualidades organolépticas e pela influéncia de certos fatores ambientais, tendo como
fontes diretas ou indiretas de contaminacéo, os individuos, os animais domésticos, 0s
insetos, os utensilios, a &gua, o ar, o solo e as matérias-primas (PARDI, 2005). A soma
das condicbes relacionadas com outras caracteristicas dos alimentos e o
comportamento de fatores ambientais condicionam o grau de perecibilidade dos
produtos (ALMEIDA et al., 2010).

Ha recorrentes falhas quanto a epidemiologia das Doencas de Transmissao
Alimentar (DTA) no Brasil, em virtude da ineficiéncia de registros oficiais dos estados
e municipios, no que se refere a producdo de dados estatisticos relacionados aos
agentes etiolégicos mais comuns, alimentos que mais incidem contaminacgées,

populacdo de risco e fatores correlatos, pois, esses indices, estdo associados a
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aspectos como, educacdo, condicbes socioecondmicas, saneamento, fatores
ambientais, culturais e outros (BRASIL, 2010).

Os mais variados tipos de carne (bovina, suina e de aves) estéo relacionados
a relatos de surtos de toxinfecgcdes alimentares, veiculando principalmente
enterobactérias, estafilococos e clostridios, dentre eles, os principais patdégenos
descritos sdo as Salmonella spp., Staphylococcus aureus e o Clostridium perfringens
(GERMANO; GERMANO, 2008). Varios fatores, intrinsecos e extrinsecos, como
atividade de agua, pH, composi¢ao quimica, temperatura, ar e umidade podem alterar
a microbiota natural de produtos de origem animal e contribuir para a instalacéo e
proliferacéo destes patdgenos capazes de produzir toxinas (SILVA et al., 2016). Que
podem causar risco a saude do consumidor quando ingeridos (FERREIRA; SIMM,
2016).

Um dos principais fatores que contribuem para que patdgeno gastrintestinais
se perpetuem e causem surtos de origem alimentar, e a existéncia de portadores
assintomaticos e permanéncia nos alimentos e no ambiente (CARDOSO; TESSARI,
2008). A alta disseminacdo de bactérias em produtos carneos leva a incontaveis
prejuizos econdémicos, tanto para o estado quanto para a industria (SHINOHARA et.
al., 2008), como por exemplo, a Salmonella sp. A incidéncia persistente de
salmonelose é sem duvida, um desafio para a saude publica no Brasil e no mundo, na
qual, tem ocorrido um aumento acentuado e continuo do nimero de casos vinculados
a determinados sorotipos desde a década de 70 (CARDOSO; TESSARI, 2008).

No Brasil, a contaminacdo biologica por Salmonella sp. responde como a
principal responsavel pelas doencas de veiculagcdo alimentar (GERMANO,
GERMANO, 2008; BRASIL, 2010) sendo considerada como a de maior perigo para a
saude publica no pais (BRASIL, 2010), assim como Staphylococcus aureus, pois tem
caracteristicas de viruléncia prépria, como a producdo de enterotoxinas, que mesmo
em temperaturas acima de 100 °C permanecem estaveis e resistentes a enzimas
gastricas (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2006).

Apesar de suas qualidades, as carnes e seus derivados estdo sujeitos a
alteracdes por reacdes quimicas, fisicas e microbioldgicas (HANGUI et al., 2015).
Fazendo-se necessario, portanto, dispor de uma analise de risco microbiolégico como
uma nova ferramenta para a gestao da seguranca alimentar e dos riscos associados,
focando um perigo microbiolégico em particular, em determinado tipo de alimento,
para um tipo especifico de consumidor (COSTA et al., 2008; SOUSA et al., 2012). E
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mesmo que a presenca de microrganismos deteriorantes em carnes seja inevitavel, &
possivel, portanto, o controle do seu numero, ao passo que 0s com potencialidades
patogénicas devem ser evitados (CASTILLO, 2006).

Existe certa complexidade e amplitude no que se refere a qualidade de carnes
e que pode ser definido como uma combinacdo de caracteristicas que respondem
pelo produto em sua totalidade (RAMOS; GOMIDE, 2012). O crescimento de micro-
organismos em alimentos depende de caracteristicas como elevada atividade de
agua, pH préoximo a neutralidade e elevado teor de nutrientes, caracteristicas estas
intrinsecas da carne tornando-a em um alimento altamente susceptivel ao
crescimento bacteriano (ORDONEZ, 2005).

Observa-se que em varias regides do Brasil, altos indices de contaminacao
microbiolégica em carne bovina moida e em cortes carneos bovinos tem sido
registrados (ROSINA; MONEGO, 2013; ACOSTA et al.,, 2018; SILVESTRE et al.,
2013), devido a precarias condicdes higiénicas e de armazenamento, além da falta de
boas praticas adotadas na manipulacdo e comercializacdo, perpetuando a
contaminacgao veiculadas por equipamentos, utensilios e manipuladores das carnes
(SILVA JUNIOR et al., 2018; SHINOHARA et al., 2008).

3.2 RDC N° 12 DE 02/01/2001

Para a melhoria no controle sanitario na area de alimentos, objetivando a
protecdo a saude dos individuos, bem como, a regulamentacdo e definicdo dos
padrées microbioldgicos, a Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria aprovou o regulamento técnico sobre padrbes microbiolégicos para
alimentos, cujos critérios sdo classificados em: caracterizar os microrganismos e/ou
suas toxinas considerados de interesse sanitério; classificar os alimentos segundo o
risco epidemiolégico; métodos de analise que permitam a determinacdo dos
microrganismos; definir o plano de amostragem para a determinagdo do numero e
tamanho de unidades de amostras a serem analisadas; aplicar normas e padrfes de
organismos internacionalmente reconhecidos, Codex Alimentarius e outros
organismos (BRASIL, 2001).

Para os diferentes grupos de produtos alimenticios, existe uma tolerancia
maxima de microrganismos presentes e segundo a RDC n° 12, os padrées

microbiolégicos para carnes e produtos carneos, que correspondem a carnes
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resfriadas ou congeladas, in natura, de bovinos, suinos e outros mamiferos (carcacas
inteiras ou fracionadas, quartos ou cortes); carnes moidas; miudos de bovinos, suinos
e outros mamiferos, definem a completa auséncia de Salmonella sp. para 25g da
amostra, enquanto que para Staphylococcus coagulase positiva as contagens nao
devem ultrapassar 10° UFC/g, mas identificado S. aureus, o limite aceitavel é de 103
UFC/g (BRASIL, 2001).

3.3 DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

As técnicas tradicionais de analise microbioldgicas de alimentos baseiam-se
no emprego de testes morfolégicos e bioquimicos para tipagem, subtipagem e
identificacdo de géneros, espécies e subespécies microbianas. As técnicas
microbiologicas mais comumente utilizadas sé@o realizadas em meios de cultura ndo
seletivos e seletivos complementadas por testes bioquimicos diferenciais, na sua
maioria, de producdo enzimatica, usados em conjunto com testes soroldgicos.

Os resultados de testes bioquimicos podem apresentar variabilidade pela
acao de fatores ambientais sobre a expresséo génica, entre outras dificuldades, tais
como o baixo poder discriminatério em microrganismos com pouca variabilidade
genética e o risco de interpretacdes inadequadas, quando se utiliza um namero
limitado de testes (DOWNES; ITO, 2001). Por outro lado, a utilizacdo de uma bateria
de determinacdes microbiol6gicas determina uma andlise cara e dispendiosa, pois
podem requerer dias para analises dos resultados obtidos (JUSTE; THOMMA,;
LIEVENS, 2008).

Muito se questiona sobre essa metodologia, porquanto, pode ter sua
sensibilidade e especificidade comprometidas devido as grandes variacdes
bioguimicas e mutacfes genéticas que varios microrganismos apresentam, causando
ndo s prejuizos a saude do consumidor, mas também econbmicos, pois
comprometem o comércio nacional e internacional, uma vez que, as medidas de
controle em matadouros ou a exportacao de produtos e subprodutos carneos podem
ser prejudicadas em virtude do atraso na emisséo de laudos de qualidade.

O periodo necesséario para o diagndstico pelo método microbioldgico
convencional é uma das principais razées para a realizacdo de um numero cada vez
maior de pesquisas utilizando novas técnicas de triagem para a deteccdo de
patogenos em alimentos (JOSEFSEN et al., 2003; HYEON et al., 2011; POSTOLLEC
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et al., 2011). Dentre essas, destaca-se as de amplificacdo de sequéncias do acido
desoxirribonucleico (DNA) pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (JOSEFSEN
et al., 2003). A PCR é uma técnica altamente sensivel, na qual pequenas quantidades
de sequéncias de DNA ou acido ribonucleico (RNA) especificas podem ser
enzimaticamente amplificadas pela enzima Taq polimerase (enzima derivada da
bactéria termofilica Thermus aquaticus) até que sejam obtidas, por estratégia de
clonagem in vitro, milhdes de copias da sequéncia alvo.

As técnicas moleculares tém aplicacao direta na detec¢éo e caracterizacao de
bactérias patogénicas em alimentos. Por isso, a PCR tornou-se a técnica de biologia
molecular mais utilizada em diagnostico microbiolégico (MALORNY et al., 2003).
Podendo ser detectado simultaneamente de varios microrganismos patogénicos, em
varios tipos de carnes, verificando um limite de deteccdo de uma unidade formadora
de colbnia por grama de amostra (1 UFC g?) (HYEON et al., 2011), através da
caracterizagdo do DNA cromossémico, plasmidial ou total dos microrganismos,
proporcionando um répido resultado e preciso, devido a estabilidade da molécula de
DNA (POSTOLLEC et al., 2011).

A PCR é uma estratégia Util para deteccdo de microrganismos em carnes,
fezes, tecidos, sangue e leite, com diferentes metodologias de manipulacdo das
amostras para inativar possiveis inibidores da reacédo, como sais biliares, hemoglobina
e componentes sanguineos (AABO et al.,1999; COHEN et al., 1994; FADL; KHAN,
1995), podendo ser empregada na gestédo da qualidade em alimentos, pela triagem e
estabelecimento de estratégias a fim de conter a contaminacao.

Para que se previna a ocorréncia das doencas de origem alimentar é
necessaria a observancia de boas praticas higiénicas e sanitarias dos alimentos, se
caracterizando como um fator de grande importancia no controle de surtos de DTA,
causadas por agentes biolégicos ou quimicos, 0s quais adentram no organismo
humano pela ingestdo de agua ou alimentos contaminados e sendo associada
principalmente sua veiculagcdo por manipuladores infectados ou contaminados,
equipamentos contaminados e a contaminacdo cruzada (FRANCO; LANDGRAF,
2008; GERMANO; GERMANO, 2008).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COLETA E TRANSPORTE DAS AMOSTRAS

A cidade de Macapa-AP, tem populacdo estimada, segundo o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) de 493.634 habitantes (IBGE, 2010), e
conta com cinco grandes redes de supermercados, 16 estabelecimentos ao todo.
Portanto, para este estudo, foram coletadas amostras em duplicata de todos os 16
estabelecimentos, totalizando 32 amostras. Estabelecimentos que comercializam
carne bovina moida na modalidade congelada foram desprezados da amostra, sendo
selecionados apenas estabelecimentos que comercializam carne bovina moida in
natura ou resfriada.

As amostras foram coletadas aleatoriamente e estavam dispostas em
prateleiras refrigeradas, acondicionadas em badejas de poliestireno revestidas por
filme de PVC e continham aproximadamente 500g.

Imediatamente apos a coleta, as amostras foram transportadas em caixa
isotérmica refrigerada por gelo seco, com temperatura controlada entre 0 a 4° C, e
encaminhadas ao Laboratério de Ictiologia e Limnologia da Universidade Federal do
Amapa (UNIFAP).

4.2 ANALISE DA TEMPERATURA E PH

Foram analisados valores de temperatura e pH e comparou-se os resultados
com a legislacao vigente.

Para as analises de pH, adotou-se os Métodos Fisico-quimicos para Analise
de Alimentos padronizados pelo Instituto Adolfo Lutz (2008), foram verificados o pH
das amostras, procedendo a pesagem de 10g do produto em um béquer e diluiu-se
com auxilio de 100 mL de a4gua destilada a temperatura ambiente e posto em agitador
magnético Solab SL-95 até que as particulas ficassem uniformemente suspensas.
Este sobrenadante foi transferido a um tubo de ensaio e foi realizada a leitura do pH
em potenciémetro digital de bancada MS Tecnopon Mpa210®.

No que se refere a determinacao da temperatura da carne moida, 0 mesmo
foi submetido a afericdo da temperatura real de exposicdo através de Termdmetro

Pirdmetro Infravermelho Laser Duplo Incoterm ST-700®, no momento da coleta, e
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feito concomitantemente, o registro da temperatura indicada pela prateleira

refrigerada.

4.3 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Foram procedidas as analises microbiolégicas de acordo com a Instrucéo
Normativa N° 83 (BRASIL, 2003) com adaptac¢des, que normatiza a industrializacéo
de produtos de origem animal. Adicionalmente, os resultados obtidos foram
comparados com o padrdao microbioldgico preconizado pela Resolucédo de Diretoria
Colegiada n°12/2001 (BRASIL, 2001).

Diante do produto coletado, mediu-se 25 g da amostra e homogeneizou-se
em 225 ml de agua peptonada a 0,1% estéril um Erlenmeyer por 20 minutos, para o
procedimento de diluicdo decimal seriada, obtendo-se desta forma a primeira dilui¢cdo
(10Y).

A partir da primeira diluigdo deu-se prosseguimento nas demais diluigdes, a
saber: 102, 102 e 10*, feito de maneira asséptica a partir da transferéncia de 1 ml da
diluicdo 10! para um tubo de ensaio contendo 9 ml de 4gua peptonada a 0,1% estéril,
obtendo-se a segunda diluicdo (10-?), procedimento repetido até a diluicdo 10,

Como controle negativo, 25g de cada amostra foi submetida a tratamento
térmico (cozimento) em agua destilada durante trés minutos apés a temperatura
atingir 100° C.

Adotou-se os planos de amostragem de duas e trés classes segundo a RDC
n° 12/2001 (BRASIL, 2001).

4.4 CONTAGEM TOTAL DE BACTERIAS AEROBIAS MESOFILAS E
PSICROTROFICAS

Para bactérias aer6bias mesofilas e psicrotroficas foi necessaria a contagem
total para a determinacéo de Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) por grama de
amostra. Para tanto, inoculou-se 0,1 ml de cada diluicdo na superficie das placas
contendo o meio de cultivo composto por extrato de carne 10 g/L, peptona 10 g/L,
cloreto de sodio 5 g/L e agar 15 g/L em pH 7,30 £ 0,2, através da técnica de semeadura
pour plate com o auxilio de alca de Drigalski esterilizada.
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Uma vez semeadas, as placas para contagem de bactérias aerébias mesofilas
foram incubadas em posicéo invertida por 24 horas a 37+ 0,1° C, ao passo que para
contagem de bactérias aerObias psicotrdpicas, as placas, também em posicdo
invertida, foram incubadas por 7 diasa 7 + 1° C.

Para a obtencdo e expressao dos resultados em UFC/g de amostra, foram
selecionadas placas contendo de contagem de coldnias, selecionaram-se as placas
contendo entre 25 a 250 colbnias, e efetuado a multiplicagéo do valor encontrado pelo
fator de diluicdo correspondente.

4.5 CONTAGEM DE Staphylococcus COAGULASE POSITIVA (SCP)

A partir das diluicdes ja obtidas de cada amostra, foram semeados pela
técnica pour plate, com auxilio da alca de Drigalski, in6culos de 0,1 mL dessas
diluicdes em Agar Baird-Parker (BP) e incubadas por 45 + 2 horas a 35 + 2° C.
Decorrido o periodo de incubacéo, forma selecionadas as coldnias caracteristicas e
submetidas as provas de catalase, coagulase e feita por fim a coloragcdo de Gram
(BOTTONE, 1988). Para determinacdo no numero de UFC/g foram levadas em
consideracdo o numero de colbnias com crescimento morfolégico caracteristico,

diluicdo seriada e percentual de colonias confirmadas.

4.6 PESQUISA DE Salmonella sp.

Foi utilizada a primeira diluicédo (101) das amostras em agua peptonada 0,1%
e incubadas a temperatura de 37+ 1°C por 18 + 2 horas para que se obtivesse o
enriquecimento nao seletivo ou pré-enriquecimento. Para a etapa de enriquecimento
seletivo, aliquotas de 1 mL, do caldo pré-enriquecido, foram transferidas para tubos
de ensaio contendo 10 mL de caldo Selenito Cistina (SC) e imediatamente submetidos
a incubacédo por 37+ 0,1°C durante 24 horas. Adicionalmente, aliquotas de 1 mL do
caldo SC ja enriquecido, foram inoculadas em caldo Rappaport Vassiliadis Soja (RVS)
homogeneizadas e incubadas a 37+ 1°C por 24+3 horas.

Para isolamento bacteriano, fez-se necessario proceder ao estriamento da
amostra enriguecida em meio de cultura seletivo e diferencial, para isso, utilizou-se os
agares Salmonella Shigella (SS) e Bismuto Sulfito (BS) e a partir disso, as amostras

foram semeadas por estrias de esgotamento, auxiliadas por algas descartaveis de 5uL
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na superficie dos meios. As placas, uma vez semeadas, foram incubadas de forma
invertidas, por 24+3 horas a 37+ 1°C. Como resultado presuntivo foi analisado as
caracteristicas de crescimento das col6nias de Salmonella spp. nos meios de cultura,
Agar SS com col6nias incolores a amareladas, ocasionalmente com centro negro e
no Agar BS apresentando coldnias verde oliva a preto com ou sem brilho metalico.

Dado o crescimento de colbnias tipicas, foi realizado a etapa de confirmacéao
pela transferéncia das referidas colénias para 4gar Trés Acucares e Ferro (TSI), em
que uma picada central era realizada e seguidamente feito estriamento na superficie
do meio, sendo incubado a 35 £ 0,5° C por 18 a 24 horas. Finalizado o tempo de
incubacdo, a amostra foi submetida a testes bioquimicos, a saber: teste de
fermentacao da glicose, sacarose e lactose; teste do indol; malonato; citrato; urease
e descarboxilacdo da lisina, realizado através do Sistema EPM-MILi-Citrato.

4.7 ANALISE MOLECULAR - PCR

A PCR foi realizada em tubos cénicos de polipropileno de 0,5mL contendo 1uL
da amostra, no volume total de 25uL, com concentracdes finais de 1,5mM e 0,75Mm
de MgCl2 (MERCK) pra Salmonella sp. e S. aureus, respectivamente;
aproximadamente 40 ng 20 ng e de DNA gendmico para Salmonella sp. e S. aureus;
0,2 mM de cada desoxinucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP; Gibco BRL); 1,0 uM
de cada oligonucleotideo iniciador (Gibco BRL); e 1,5 U de Tag DNA Polimerase
(CenbiotEnzimas/UFRGS) para cada gene pesquisado.

Para a PCR, foram utilizadas aliquotas de amostras coletadas ap6s 24 horas
de incubacdo em agua peptonada e apos 24 horas de incubacédo em caldo Rappaport-
Vassiliadis Soja (RVS). A extracdo do DNA, para analise por PCR, utilizou-se o
protocolo de fenolcloroférmio, descrito por Sambrook et al. (2001), com modificacdes.
O par de oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificacdo do DNA foi
sintetizado com base nas sequéncias 5 TGC CTA CAA GCA TGA AAT GG &
(iniciador 1) 5> AAA CTG GAC CAC GGT GAA A 3’ (iniciador 2) para amplificar um
fragmento de 612 — 1000 pb do gene invA de Salmonella sp. (VIEIRA-DA-MOTTA,;
FOLLY; SAKYIAMA, 2001; LUZ, 2008) e 5 ACC ACA AGG TAC TGAATCAACG ¥
(iniciador 1) 5 TGC TTT CGA TTG TTC GAT GC 3’ (iniciador 2) para amplificar um
fragmento de 457 pb do gene coa de S. aureus (MALDONADO, 2008) - Tabela 1.
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Tabela 1 Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores para amplificacdo do gene
invA (Salmonella spp.) e gene coa (S. aureus)

ene
Microrganismo Oligonucleotideos iniciadores gl Tamanho Referéncia
alvo
VIEIRA-DA-
MOTTA;
5 TGCCTACAAGCATGAAATGG & 612 — FOLLY;
Salmonella spp. invA
5" AAACTGGACCACGGTGAAA 3 1000 pb SAKYIAMA,
2001; LUz,
2008
5" ACCACAAGGTACTGAATCAACG 3’ MALDONADO,
S. aureus coa 457 pb
5 TGCTTTCGATTGTTCGATGC 3 2008

Fonte: Autor (2019).

Para Salmonella sp. o protocolo de amplificacao, realizado em termociclador,
inicia-se com a etapa de desnaturacéo inicial de 95°C por cinco minutos, seguida de
40 ciclos consecutivos de 95°C por 30 segundos para denaturacdo, 55°C por dois
minutos para o anelamento, e 72°C por quatro minutos na extensdo, com uma etapa
de extenséo final a 72°C por 10 minutos.

Para S. aureus, o protocolo de amplificacado, inicia-se com denaturacao inicial
de 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos consecutivos de 94°C por um minuto para
desnaturacao, 57°C por 30 segundos para o anelamento, e 72°C por um minuto na
extensdo, com etapa de extensao final a 72°C por cinco minutos.

A andlise dos fragmentos amplificados serd executada por eletroforese
durante 40 a 45 minutos a 90 V e 43mA, em gel de agarose a 2% preparado em TBE
(Tris base, acido bdrico, EDTA), corado com brometo de etidio (0,5pug/mL). O
marcador de peso molecular utilizado sera DNA Ladder 100pb (GIBCO BRL).

A observacao de fragmentos de DNA na altura de 284pb, apds a migracdo em
eletroforese, seréa realizada em aparelho transiluminador e os resultados fotografados

com camera digital.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram tabulados em software Microsoft Excel® e submetidos a
estatistica descritiva através da expressédo das médias e desvios padrao dos dados

brutos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TEMPERATURA DE EXPOSICAO

Constatou-se que dos 16 estabelecimentos, apenas dois (12,5%), mostraram
resultados satisfatérios para a temperatura de exposi¢cdo do produto, portanto, 14
estabelecimentos (87,5%) apresentaram amostras de carne moida fora dos padrbes
de temperatura preconizados pela legislacdo (Figura 1), que segundo a Instrucéo
Normativa n° 83, de 21 de novembro de 2003 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento, a carne moida de origem bovina deve ser mantida em
armazenamento refrigerado entre 0° C a 4° C (BRASIL, 2003).

Figura 1 Relacdo entre a temperatura real da carne moida e a temperatura indicada
nas prateleiras refrigeradas dos supermercados
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Fonte: Autor (2019).

Segundo a legislacao brasileira que regulamenta a comercializacdo da carne
moida, a moagem da carne deverd ocorrer em local préprio, com temperatura
ambiente ndo superior a 10° C. O produto ainda devera sair do equipamento de
moagem com temperatura nunca superior a 7° C e ser submetido, imediatamente, ao
congelamento ou ao resfriamento (BRASIL, 2003).

Segundo Costa et al. (2012) a temperatura esta diretamente relacionada a
velocidade de estabelecimento e proliferagdo de microrganismos, logo, buscar a
qualidade dos processos referentes a temperatura de armazenamento € essencial.

Bactérias psicotréficas como a Listeria monocytogenes, podem desenvolver-

se em uma faixa ampla de temperatura que varia de 0,4 a 45°C (CARVALHO, 2010;
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FRANCO; LANDGRAF, 2008), assim como bactérias do género Salmonella spp., que,
apesar da temperatura 6tima de crescimento ser a 37°C, podem crescer em uma faixa
que varia entre 7 a 45°C (OLIVEIRA, 2000). Porém, segundo estudos mais recentes
essa faixa de crescimento é mais restrita, entre 5°C até 38°C (FORSYTHE, 2013).

Bactérias produtoras de toxinas também tém sua proliferacdo otimizada pela
temperatura. Bactérias do género Staphylococcus spp., por exemplo, podem produzir
toxinas na faixa de 10°C até 46°C devido ao seu carater mésofilo, ou seja, podem
crescer em temperatura de 6,7°C até 47,8°C (JAY, 2005).

Outros trabalhos também evidenciam inadequacfes na temperatura de
armazenamento de carne moida em supermercados, apresentando dados préoximos
dos valores citados, a exemplo dos supermercados na cidade de Vitoria-ES em que
80% das amostras de carne moida estavam em desacordo com a legislagdo (ARCARI
et al., 2011). Mesmo perfil repete-se em amostras de carne moida avaliadas na regiao
metropolitana de Recife, nas quais apenas 10% das amostras atendiam a temperatura
preconizada (BAPTISTA et al., 2013). Em Erechin-RS todas as amostras coletadas
para analise estavam com temperaturas superiores a 4°C (BONACINA; BACCIN;
ROSA, 2017). A avaliacdo de 27 amostras de carnes embaladas comercializadas em
trés grandes redes de supermercados do municipio de Recife teve como resultado a
constatacdo de que todas as pecas estavam com a temperatura do centro geométrico
acima de 7,5°C (LIMA, 2009).

De acordo com Millani e Possamai (2011), a temperatura da prateleira térmica
de carne em quatro supermercados no Parana ndo apresentou conformidade com a
legislacao vigente, relatando que a média da menor temperatura da prateleira térmica
de um estabelecimento foi de 12,2°C, enquanto que a maior, 30,3°C, ambas acima
dos 7°C para cortes padronizados.

Um dos maiores problemas encontrados nas condicfes de conservacao pelo
frio em estabelecimentos que comercializam produtos carneos € o funcionamento
inadequado dos equipamentos de refrigeracao, seja por falha na vedacao ou por falta
de calibragem do mesmo. Problema que atinge ndo é so pequenos estabelecimentos,
mas também em lojas pertencentes as grandes redes de supermercados (OLIVEIRA
et al., 2008). Oliveira et al. (2008) avaliaram a temperatura da carne bovina de 30
estabelecimentos em Jodo Pessoa-PB e encontraram em 57% inadequacdes,

apresentando temperatura acima de 7°C.
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A temperatura de armazenagem de produtos carneos deve ser um critério
primordial para controle de crescimento bacteriano e ndo deve ser ignorada, pois,
interfere no tempo que o alimento apresenta e conserva as caracteristicas
organolépticas inviabilizando o crescimento de agentes deteriorantes e suas toxinas
(COSTA et al., 2012).

5.2 ANALISE DO POTENCIAL HIDROGENIONICO — pH

Os resultados da andlise do potencial hidrogeniénico demonstraram que
93,8% das amostras (n=15) estdo dentro do recomendado pela legislacdo e
caracterizadas como proprias para o consumo - pH entre 5,8 e 6,2. (BRASIL, 1989).
Apenas 6,25% das amostras (n=1) se mostrou fora dos padrbes aceitaveis, conforme

mostra a figura 2.

Figura 2 Analise do pH das amostras comparados com o intervalo de aceitabilidade
preconizado pela legislacao
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Fonte: Autor (2019)

A andlise do pH é de grande relevancia, pois se mostra um importante
parametro de qualidade, visto que, estd diretamente associado na proliferacdo
microbiana e na retencdo de agua, destacando-se que o pH baixo em carnes esta

diretamente relacionado a proliferacao de bactérias laticas, onde o musculo do gado
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recém abatido acidifica de acordo com a degradacédo e consumo da glicose, produto
do metabolismo bacteriano (ALCANTARA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2017).

Em Macapa-AP, andlises feitas a partir de amostras de agougues dos
supermercados, em sua totalidade encontravam-se de acordo com o intervalo
aceitavel, como prevé a legislacao vigente (SOUSA et al., 2000). Contrapondo a esses
resultados, amostras de carne analisadas em Mossor6-RN tiveram valores de pH que
variaram entre 5,5 a 5,7 (VELHO et al., 2015), bem como em Alexandria-RN, que para
o parametro de pH, as amostras carne bovina se mostrou uniforme, com média de
5,6.

Em estudos realizados em Recife-PE para avaliar os aspectos qualitativos da
carne moida comercializada na regido metropolitana das 20 amostras coletadas, 12
encontravam-se dentro do intervalo permitido pela legislacdo, corresponderam ao
intervalo de acidez de 5,5 a 5,8, e apenas uma apresentou-se impréopria para
consumo, uma vez que seu pH foi de 6,65 (BAPTISTA et al., 2013).

Marchi (2006) avaliaram a acidez de 60 amostras de carne moida
comercializadas na cidade de Jaboticabal-SP e encontraram que 60% das amostras
estavam com o pH entre 5,8 a 6,2 e as demais, 40% estavam fora dos padrdes citados
pelo MAPA, pois apresentaram valores abaixo de 5,8 e acima de 6,2 (BRASIL, 2003).
Conceicéo e Gongcalves (2009) encontraram que 20 amostras de carne moida bovina
coletadas na cidade do Rio de Janeiro-RJ e Niter6i-RJ, apresentaram pH entre 6,5 e
7, ou seja, improprias para 0 consumo.

O inicio da degradacéo da carne é acompanhado por um aumento no pH. Em
carnes moidas ja foram encontrados valores médios de pH em torno de 6,5 para fase
inicial de degradacdes alimentar por microrganismos deteriorantes (JAY, 2005) e o pH
€ considerado um parametro intrinseco relacionado ao crescimento bacteriano e a
evidencia de amostras fora do intervalo preconizado pela legislacdo indicam
inadequacdes no processo produtivo ou armazenamento (HENNEKINNE; BUSYER,;
DRAGACCI, 2012; FORSYTHE, 2013).

Em alguns casos, essas alteracbes sdo perceptiveis por aspectos de cor e
odor na carne moida (BAPTISTA et al., 2013), porém, na maioria dos casos essas
alteracdes sdo imperceptiveis, como mostra os resultados de estudos da qualidade
fisico-quimica da carne moida em Bom Jesus-Pl, em que 85% das amostras estavam
fora dos padrdes de pH e 96,66% das amostras indicaram inicio de deterioracao,

apesar de nao ser identificado aparente alteragdo sensoriais (OLIVEIRA et al., 2017).
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53 CONTAGEM TOTAL DE BACTERIAS AEROBIAS MESOFILAS E
PSICROTROFICAS

Para contagens de bactérias aerObias mesofilas e psicotroficas, apenas
12,5% das amostras (n=2) ultrapassaram 5,0 x 10% UFC/g, para mesdfilos, enquanto
gue para psicotréficos, apenas 6,25% amostras das amostras (n=1) ultrapassou a
contagem de 1,0 x 107. A tabela 2 mostra os resultados da contagem total de bactérias

aerdbias mesdfilas e psicrotréficas nas amostras de carne moida bovina.

Tabela 2 Contagem total em Unidades Formadoras de Coldnia por grama (UFC/g) de
bactérias aerdbias mesdfilas e psicrotroficas nas amostras de carne
moida bovina

Amostras de carne Bactérias mesoéfilas Bactérias psicrotroficas
moida bovina (UFCl/g) (UFCl/g)
A 2,3x10* 3,6x104
B 2,0x10° 8,2x103
C 5,2x10°5 6,3x10°
D 6,2x106 1,0x10°
E 3,0x104 8,7x108
F 1,3x10° 3,3x103
G 2,0x10° 1,0x107
H 4,2x10° 3,2x10°
I 3,1x10° 1,5x10°
J 6,1x10° 9,3x10¢
K 1,8x106 8,4x104
L 5,4x10% 6,4x10°
M 9,7x103 7,2x1068
N 3,2x10° 3,1x106
@) 2,4x10° 7,7x104
P 7,5x10° 5,2x10°

Fonte: Autor (2019)

A legislacao brasileira ndo prevé uma padronizagdo para contagem total de
microrganismos mesofilos (BRASIL, 2001), porém, quantificar esse grupo de bactérias
€ um importante instrumento indicador de qualidade higiénico-sanitaria, pois,
contagens que ultrapassam 10* UFC/g, torna a vida de prateleira do produto
comprometida (FRANCO; LANDGRAF, 2008; MONTEIRO et al., 2018; MARCHI et al.,
2012). Alguns paises tém preconizado em suas legislagées parametros de contagem
de bactérias aerébias mesofilas em carne in natura, como por exemplo a Argentina,
na qual a contagem de mesofilos n&o deve ultrapassar 5,0 x 106 (UNIAO EUROPEIA,
2005).
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A International Commission on Microbiological Specifications for Foods
(ICMSF) estabelece padrées nos quais permite-se uma contagem maxima de 1,0 x
107 UFC/g de micro-organismos aerébios totais para os alimentos em geral (ICMSF,
1986).

Segundo Bartolomeu et al. (2011) a vida de prateleira de alimentos é afetada
e diminuida por microrganismos aerébios psicrotréficos em numero elevado, pois séo
0s principais agentes deterioradores desse tipo de alimento.

Ao analisar a qualidade microbiol6gica da carne bovina moida comercializada
em supermercados do Distrito Federal, Monteiro et al. (2018) identificaram contagens
aceitaveis de bactérias mesoéfilas com amplitude variando entre 5,1x10° e 2,7 x10°
UFC/g, porém, para bactérias psicotroficas, das 15 amostras analisadas, cinco (33%)
apresentaram elevadas contagens, com valores acima de 1,0x10’UFC/g. No estudo
realizado em supermercados e acougues de Jaboticabal-SP, verificou-se que das 30
amostras de carne bovina moida coletadas para analise, 17 (56%) apresentaram
contagens de microrganismos psicrotréficos acima de 1,0x10” UFC/g (MARCHlI et al.,
2012).

Lundgren et al. (2009) relatam que o valor médio do niamero de bactérias
aerobias mesofilas em amostras de carne bovina provenientes de mercados publicos
e feiras livres, foi de 3,0x107” UFC/g, sendo, portanto, superior a média das contagens
encontradas, por Gill e Landers (2005), Devatkal et al. (2004), Juli&o e Costa (2002),
Sarkis (2002) e Motta e Belmonte (2000) que foram de 102, 105, 5,3x10°, 1,2x10° e
1,5x10% UFC/g respectivamente.

Altas contagens de microrganismos aerdbios mesofilos e psicotroficos séo
resultados de possiveis inadequacfes higiénico-sanitarias e no armazenamento
inadequado impostos a esses produtos carneos, sem descartar a possibilidade de ter
sido contaminadas devido as condi¢cdes precéarias de higiene dos locais de abate,
processamento, exposicao e comercializagao, bem como dos manipuladores em geral
(LUNDGREN et al., 2009).

A presenca de elevada populacao de bactérias aerobias mesdéfilas indica que
houve possibilidade de multiplicacdo microbiana no alimento, incluindo aqueles que
possuem potencial risco a saude humana, portanto, apresentando inadequacdes
sanitarias deste alimento que de acordo com Comité de Microbiologia para Alimentos
da Associacdo Americana de Saude Publica € diretamente proporcional a relacao

entre o crescimento desse tipo de microrganismo e a possibilidade de existirem
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microrganismos patogénicos e consequente presenca de toxinas resultantes do
metabolismo microbiano (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2001).

5.4 CONTAGEM DE Staphylococcus Coagulase Positiva - SCP

De acordo as analises para Staphylococcus coagulase positiva, 5 (31,25%)
amostras apresentaram contagens superiores a 1,0x10° UFC/g, portanto, impréprias
para consumo (BRASIL, 2001). Todavia, em todas as amostras foram confirmadas
presenca de Staphylococcus sp., sendo confirmadas em 10 (62,5%), das 16 amostras

S. aureus, conforme mostra a tabela 5.

Tabela 3 Contagem total de bactérias do género Staphylococcus spp. e resultado da
amplificacéo gendmica por PCR em amostras de carne moida bovina

Amostras de carne Staphylococcus spp S. aureus
moida bovina (UFC/g). ATCC 25923
1,0x104 -
1,7x10° +
4,2x10*

2,4x103 -
1,2x103 +
3,7x103 -
3,1x104 +
1,1x10° -
1,9x10° +
2,0x10°
1,3x104
3,2x104
2,5x103
1,3x10°
2,0x104
2,8x10°3

TOZZIrNX«e~"ITOmTMOO®>»

+ + + + + 4

Fonte: Autor (2019)

A legislacéo brasileira prevé contagens de 1,0x102UFC/g. para S. aureus em
produtos carneos crus, refrigerados ou congelados, que geralmente levam carne
moida em sua composicao (BRASIL, 2001), por isso as amostras foram submetidas a
Reacdo da Cadeia da Polimerase (PCR) para confirmacédo da espécie bacteriana
(Figura 3).



31

Figura 3 Amplificacdo do gene coa para S. aureus: M: Marcador de peso molecular;
CP: controle positivo (ATCC 25923 — S. aureus), CN: controle negativo
(dgua deionizada estéril); A — P (amostras de carne moida dos
supermercados).

Fonte: Autor (2019)

Segundo Silva Junior et al. (2018), é necessario rigor no controle higiénico-
sanitario, seja nas etapas de processamento ou na educacdo sanitaria dos
manipuladores. Para que tais controles sejam observados, a contagem de SCP é
extremamente importante, pois contagens superiores a 10° UFC/g indica inicio da
producao da toxina estafilocécita (MARCHI et al., 2012).

Os resultados do presente estudo corroboram com os achados por Silva
Janior et al. (2018), no qual, 100% das amostras analisadas estavam contaminadas
por Staphylococcus sp., com amplitude registrada de 2,3x102% a 2x10° UFC/g. Em Jodo
Pessoa-PE todas as amostras analisadas foram identificadas a presenca de SCP com
contagem média de 2,7x10° UFC/g, associando a alta incidéncia de SCP em carnes
comercializadas em feiras livres com o demasiado processo de manipulagéo, além de
inferir que a matéria-prima é possivelmente de origem clandestina, portanto, sem
fiscalizacdo sanitaria, ndo podendo-se assegurar precisamente as condicdes
higiénico-sanitarias dessas carnes e dos produtos derivados (LUNDGREN et al.,
2009). De igual modo, Devatkal et al. (2004) e Mota e Belmonte (2000) identificaram
SCP em amostras de carne moida, com valores médios de 10? e 2,0x10* UFC/g,
respectivamente.

Monteiro et al. (2018) identificou que das 15 amostras de carne moida
analisadas, treze amostras (87%) apresentaram contagens positivas de S. aureus,
das quais, 5 amostras (33%) apresentaram-se com contagens superiores a 1,0x10°
UFC/g. H4, porém, estudos que identificaram a presenca de S. aureus em todas as
amostras de carne moida analisadas, porém em niveis inferiores a 1,0x10° UFC/g
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(ABREU; MERLINI; BEGOTTI, 2011; SOUSA et al.,, 2012). Marchi et al. (2012),
relatam que de um total de 24 amostras de carne moida analisadas, 7 amostras (29%)
apresentaram contagens de S. aureus acima de 1,0x10° UFC/g, ja no trabalho de
Oliveira et al. (2008), 100% das amostras de carne moida bovina analisadas
apresentaram contagens elevadas de S. aureus acima de 1,0x10% UFC/g.

A maioria dos estudos relatam altos indices de contaminacao para SCP. Em
Alexandria-RN, todas as amostras de carne moida in natura indicaram contaminagéo
(SILVESTRE et al.,, 2013). Realidade semelhante descrita por Rosina e Monego
(2013) em supermercados de Canoinhas-SC, na qual, 95% das amostras
apresentaram contagens superiores a 102 UFC. Contrapondo a esses indices, Gomes
et al. (2017) relataram que apenas uma amostra apresentou valores elevados para S.
Coagulase positiva em supermercados de Montes Claros-MG

A presenca de S. aureus nos alimentos indica condicdes 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 S. aureus (ALMEIDA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2008;
SANTANA et al., 2010).

5.5 PESQUISA DE Salmonella sp.

No presente estudo, houve crescimento presuntivo de coldnias tipicas em
Agar Salmonella Shigella (Agar SS), bem como em Agar Sulfito Bismuto (Agar SB).
Ao todo 16% das amostras (n=4) apresentaram referido crescimento, nas quais, tanto
em Agar SS quanto em Agar SB corresponderam a mesma amostra analisada.
Observado o crescimento de colénias tipicas em meio de cultura solido Agar SS e
Agar SB, foram transferidas de forma pura para Agar TSI para que fosse confirmado
a presenca de bactérias do género Salmonella spp. Apenas 12,5% das amostras (n=2)
foram confirmadas, pois, em Agar TSI, apresentaram-se, com superficie do meio
vermelho e a base amarela, sem pigmento negro, caracteristicas de enterobactérias
nao fermentadoras de lactose (ANVISA, 2010). A identificagdo complementar foi
realizada por série bioguimica.

As analises microbiolégicas evidenciaram crescimento de colbnias tipicas em

16% das amostras (n=4), tanto em agar Salmonella Shigella quanto em agar Bismuto
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Sulfito, correspondendo a mesma amostra analisada, porém, apenas 12,5% das

amostras (n=2) tiveram diagnaostico confirmado para Salmonella spp. (Tabela 4).

Tabela 4 Resultado de pesquisa de Salmonella spp. por microbiologia convencional e
PCR nas amostras de carne moida.

Amostras de carne
moida bovina

EPM-MILi- S. gallinarum
CITRATO ATCC 9184
Ausente - - -
Ausente - - -
Ausente - - -
Presente Positivo Positivo +
Ausente - - -
Ausente - - -
Ausente - - -
Ausente - - -
Ausente - - -
Presente Negativo Negativo -
Ausente - - -
Presente Positivo Positivo +
Ausente - - -
Ausente - - -
Ausente - - -
Presente Negativo Negativo -

Agar SS/BS Agar TSI

TOZZIr X~ ~—"IOmNMMmMmOoOO®>

Fonte: Autor (2019).

Os resultados da analise molecular por PCR confirmam o resultado
microbiolégico, ou seja, 12,5 % das amostras (n=2) foram caracterizadas impréprias
para consumo devido a presenca desse patégeno (Figura 4).

Figura 4 Amplificacdo do gene invA: M: Marcador de peso molecular; CP: controle
positivo (ATCC 9184 — S. gallinarum), CN: controle negativo (agua
deionizada estéril); A — P (amostras de carne moida dos supermercados).

Fonte: Autor (2019).
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Para bactérias do género Salmonella spp., a legislacdo brasileira vigente
preconiza a auséncia desse microrganismo em 25g de carne moida (BRASIL, 2001),
pois, bactérias desse género sdo nocivas a saude humana, devido a producdo de
toxinas que podem causar infec¢des alimentares.

Ao considerar o padréo microbiologico para Salmonella spp. (BRASIL, 2001),
todas as amostras de carne moida de supermercados em Umuarama-PR encontram-
se préprias para consumo (ABREU; MERLINI; BEGOTTI, 2011). Similarmente, 80%
das amostras de carne moida bovina em supermercados de Cascavel-PR se
mostraram isentas do patdégeno (BECKER; KIEL, 2011). Em analises de amostras
provenientes de acougues, ndo houve deteccédo de Salmonella spp. (OLIVEIRA et al.,
2017), mesmo quadro é relatado por Luz et al. (2015) e Marchi et al. (2012) quanto a
auséncia da bactéria. Lundgren et al. (2009) ao analisar amostras de carne bovina em
Jodo Pessoa-PE também nao detectou a presenca de Salmonella spp. em nenhuma
das amostras. Resultados semelhantes foram encontrados em pesquisas realizadas
por Mendes et al. (2001) e Badr (2004). Ja em amostras da cidade de Barra do
Gargas-MT, 17% foram detectadas a presenca de Salmonella spp. (SOUSA et al.,
2012). Silvestre et al. (2013) detectaram a presenca de Salmonella spp. em 11,4%
das amostras de carne bovina resfriada provenientes de estabelecimentos comerciais,
assim como em Teresina-Pl, na qual, Alves et al. (2011) em andlise microbiolégica de
carne moida, verificaram que das seis amostras analisadas apenas uma apresentou
presenca de Salmonella spp.

Resultados significativos quanto a presenca de Salmonella spp. foram
observados por Monteiro et al. (2018) quando analisaram amostras de carne moida
bovina provenientes de supermercados. Das 15 amostras de carne moida analisadas
foi detectada a presenca de Salmonella spp. em 27% das amostras (n=4).

Em estudo do perfil microbiolégico da carne bovina in natura comercializada
no municipio de Picos-Pl, foram analisadas amostras de mercados publicos e
supermercados. Das amostras provenientes de supermercados, duas (33,3%) das
trés amostras apresentaram Salmonella sp., sendo que nos boxes dos mercados
publico, 14 amostras (58,33%) apresentaram contaminacao pelo patdgeno (LUZ et al.,
2015).

A associacdo entre a manipulacdo excessiva e altas contagens de
microrganismos deteriorantes e patogénicos € evidenciada por Almeida et al. (2010)

qgue realizaram andlises microbiolégicas em carnes bovinas comercializadas em
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Diamantina-MG. Nesse estudo, os autores detectaram auséncia de Salmonella sp.
em bifes de coxdo mole expostos a venda no municipio, contudo, em amostras de
acém moido verificaram a presenca deste patégeno em 20% das amostras.

A carne bovina in natura, seja ela fracionada ou nao fracionada, pode
representar risco aos consumidores, principalmente quando a modalidade da carne
solicitada requer manipulacéo excessiva e essa manipulacao ser realizada de maneira
incorreta. Quanto mais manipulada é a carne, maior é a sua susceptibilidade a
contaminacao (ALMEIDA et al., 2010).

Bactérias do género Salmonella spp. podem causar graves distarbios
gastrintestinais em seres humanos por possuir caracteristicas peculiares de fuga do
sistema imunologico, impedindo sua rapida elimina¢éo. Suinos e bovinos séo fontes
de infeccd@o por serem reservatorios de Salmonella sp., que através das fezes podem
disseminar-se de forma indireta, por contaminacéo cruzada entre manipuladores ou
equipamentos contaminados e carcacgas ou produtos derivados (KICH et al., 2005;
LIMA et al., 2016).
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5 CONCLUSAO

Este trabalho evidenciou inconformidades na qualidade microbiolégica da
carne moida comercializada em grandes redes de supermercados de Macapa-AP,
portanto, fora dos padrdes estabelecidos pela RDC 12/2001, pois, identificou-se a
presenca de microrganismos patogénicos acima das contagens limitrofes que rege a
legislacdo, bem como a presenca de microrganismos patogénicos que nao deveriam
estar no alimento, mesmo em contagens minimas, como € o caso da Salmonella spp.

Identificou-se inadequacdes na temperatura de armazenamento/exposicao
dos produtos, contribuindo substancialmente para o crescimento de microrganismos
deteriorantes e patogénicos, pois, uma vez que este produto altamente nutritivo se
encontra em temperaturas altas de armazenagem, se torna um ambiente propicio para
0 crescimento de microrganismos deteriorantes e patogénicos. Tal fato € ratificado
pelo resultado de altas contagens de microrganismos aerébios mesofilos e
psicotroficos e Staphylococcus coagulase positiva, muitas delas acima do permitido
pela legislacdo especifica adotada neste estudo como parametro.

Tais evidéncias podem estar associados a falhas no processamento da carne
moida comercializada nestes estabelecimentos em diferentes aspectos: assepsia
inadequada da instrumentacédo laboral, como facas, balanca e moedores, cujas
superficies sdo potencialmente areas de formacao de biofilmes bacterianos, caso nédo
sejam limpas e desinfetadas corretamente. Associado a isso, a falta de critérios
higiénico-sanitarios por parte dos manipuladores aumenta consideravelmente o risco
de contaminacédo das carnes, visto que 0s microrganismos encontrados sdo carreados
por seres humanos, inclusive os de origem fecal. A contaminagcdo desse produto
também pode ter origem em todas as etapas da sua cadeia produtiva, inclusive no
abatedouro, bem como, ter microrganismos carreados por artrépodes de diferentes
espécies.

Sugere-se que técnicas moleculares, como a PCR, sejam implementadas no
controle de qualidade microbiana em toda a cadeia de producédo alimentar, pois,
proporciona um diagndéstico mais rapido, sensivel e especifico, a fim de minimizar o
risco de doencas de transmisséo alimentar, bem como elevar a qualidade do produto
importado e exportado. AgbBes de educacdo em saude sdo fundamentais,

principalmente no que diz respeito a capacitacdo dos manipuladores, pois muitas
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vezes sdo portadores assintomaticos e negligenciam os principios de qualidade

microbioldgica, resultando em contaminacéo da carne.
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