UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
Instituto de Biociéncias de Botucatu

Departamento de Microbiologia

Analise higiénico-sanitaria de produtos carneos

comercializados na cidade de Botucatu

Orientadora: Profa. Dra. Vera Lucia Mores Rall

Aluna: Ana Claudia Simoes

Botucatu

2011



Ana Claudia Simoes

Analise higiénico-sanitaria de produtos carneos

comercializados na cidade de Botucatu

Monografia apresentada ao Departamento de Microbiologia/Imunologia do
Instituto de Biociéncias — UNESP, Campus de Botucatu, para a obtencao do

titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas.

Orientadora: Prof2. Dra. Vera Lucia Mores Rall

BOTUCATU - SP

2011



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE

Simdes, Ana Claudia.
Analise higiénico-sanitdria de produtos carneos comercializados na cidade de
Botucatu /Ana Claudia Simdes. — Botucatu : [s. n.], 2011

Trabalho de conclusdo de curso (bacharelado - Ciéncias Bioldgicas) -
Universidade Estadual Paulista, Instituto de Biociéncias de Botucatu

Orientador: Vera Lucia Mores Rall

Capes: 21201021

1. Carne — Inspec¢do — Aspectos higiénicos. 2. Carne — Qualidade.

Palavras-chave: Carne; Coliformes termotolerantes; Qualidade higiénico-
sanitaria; Salmonella.




Este trabalho de conclusao de curso esta apresentado na forma de um artigo

cientifico, redigido segundo as normas da revista “Higiene Alimentar”.



Analise higiénico-sanitaria de produtos carneos comercializados na cidade de

Botucatu

Hygienic sanitary analysis of meat products marketed in Botucatu city

Simées, A. C.""  Rall, V.L.M."

! Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biociéncias,
Universidade Estadual Paulista, caixa posta 510, cep 18618-970, Botucatu,

Sao Paulo.

*anaa.csimoes@gmail.com

Resumo

O Brasil é um dos maiores produtores de proteina de origem animal. Em 2010,
a produgéo de carnes (bovina, suina e de aves) foi estimada em 24,5 milhdes
de toneladas, sendo que 75% foi consumida no pais. A carne é uma fonte
primaria de &agua, gordura e contém entre 20% e 35% de proteinas,
fornecendo todos os aminoacidos essenciais e varios micronutrientes e
vitaminas. Devido ao grande consumo desse alimento, sua qualidade é
extremamente importante e a pesquisa de alguns micro-organismos
indicadores torna-se imprescindivel, para a avaliacdo da qualidade higiénico-
sanitaria dos alimentos, apontando contaminagdo de origem fecal, com a
possivel presenga de patdégenos ou para identificar a deterioragdo do alimento.
Desse modo, o estudo teve como objetivo determinar a qualidade higiénico-
sanitaria de 90 amostras de carnes e produtos carneos manipulados e pre-
preparados, comercializados na cidade de Botucatu - SP, segundo os
parametros exigidos pela ANVISA (RDC n° 12, 2001). Dentre as amostras
analisadas todas foram negativas para a enumeragao de Staphylococcus
coagulase positiva e estavam dentro do limite permitido pela ANVISA para a
presenga de Clostridium sulfito redutor (até 3 x 10° UFC/g). A presenca de
Salmonella foi confirmada em apenas uma das amostras (1,1%), contrariando

os parametros legais. Em relagcéo aos coliformes termotolerantes, 54,40% das



amostras estavam fora do limite aceitavel pela legislagdo (até 5 x 10° NMP/g).
Portanto, a presencga desses de patdogenos e dos micro-organismos indicadores
apontam condi¢bes inadequadas de higiene dos manipuladores e
equipamentos utilizados na produgdo desses alimentos, os quais s&o

considerados improprios para 0 consumo.

Palavras-chave: carne, qualidade higiénico-sanitaria, Coliformes

termotolerantes, Salmonella.



Abstract

Brazil is one of the largest producers of animal protein. In 2010, the
production of meat (beef, pork and poultry) was estimated at 24.5 million tons
and 75% was consumed in the country. The meat is a primary source of water
and fat and contains between 20% and 35% protein, providing all essential
amino acids and several micronutrients and vitamins. Due to the large
consumption of this food, its quality is extremely important and the research of
some indicators microorganism become essential in order to ensure the
hygienic and sanitary quality, indicating contamination of fecal origin, with the
possible presence of pathogens or to identify food spoilage. Thus, the aim of
study was to determine the microbiological quality of 90 samples handled meat
products and pre- prepared marketed in Botucatu city, according to the
parameters required by ANVISA (RDC ° 12, 2001). Among the samples
analyzed, all of them were negative for Staphylococcus coagulase positive and
were within the limit allowed by ANVISA for the Clostridium sulfite reducer (up
to 3 x 10® CFU/ g). The presence of Salmonella was confirmed in only one
sample (1.1%), against to the legal parameters. About thermotolerant coliforms,
54.4% of the samples were outside the acceptable limit by law (up to 5 x 10°
MPN/qg). Therefore, the presence of these microorganisms indicates inadequate
hygiene conditions of foodhandlers and equipment used in the, which are

considered inadequate for consumption.

Keywords: Meat, hygienic sanitary quality, Thermotolerant coliforms,
Salmonella.



1. INTRODUGAO

Segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), o Brasil € um dos maiores produtores mundial de proteina animal e
tem no mercado interno o principal destino de sua produgao, pois, de toda a
producdo de carnes (bovina, suina e de aves) em 2010, estimada em 24,5
milhdes de toneladas, 75% foi consumida no pais. Em 2010, o consumo per
capita de carnes aumentou em relacédo ao ano anterior chegando a 37,4 kg
para carne bovina; 43,9 kg de carne de aves e 14,1 kg de carne suina (MAPA,
2011).

A carne é uma fonte primaria de agua e gordura e contém entre 20% e
35% de proteina, fornecendo todos os aminoacidos essenciais (lisina, treonina,
metionina, fenilalanina, triptofano, leucina, isoleucina e valina) e varios
micronutrientes (CONSELHO NACIONAL DE SAUDE E DE PESQUISAS
MEDICAS, 2006). E uma fonte de facil absorgdo de ferro, zinco e selénio e
contém niveis satisfatorios de vitaminas B6 e B12 e vitamina D e significativa
quantidade de acidos graxos poliinsaturados, como 6mega 3. Assim, € uma
valiosa fonte de alguns nutrientes essenciais (FERGUSON, 2010)

Devido ao grande consumo desse alimento, além da tendéncia mundial
de aumento de consumo, a qualidade desses produtos € extremamente
importante, sendo uma preocupagdo dos oOrgaos de saude publica, das
industrias alimenticias e dos préprios consumidores (RALL et al., 2009).

A pesquisa de alguns micro-organismos indicadores é utilizada para
avaliar a qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos e apontar contaminagdes
de origem fecal, com a provavel presenga de patdgenos ou identificar a
deterioracdo do alimento (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

A contaminagao de um alimento ocorre pela introducédo ou ocorréncia de
um contaminante (qualquer agente bioldgico ou quimico, matéria estranha ou
outra substancia ndo adicionada intencionalmente aos alimentos que pode
comprometer a segurancga alimentar) (ORGANIZACAO DA AGRICULTURA E
ALIMENTOS, 1999) e a carne € um produto passivel de contaminagdo em
todas as fases do processamento (ISARA et al., 2010).

Os principais fatores responsaveis pela ocorréncia de surtos de

toxinfeccao alimentar sdo o resfriamento inadequado de alimentos, ingestao de
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alimentos crus ou ingredientes contaminados, combinagdo inadequada de
tempo/temperatura durante o tratamento térmico, contaminagao cruzada entre
alimentos crus e cozidos, periodo de tempo superior a um dia entre o preparo e
0 consumo, limpeza inadequada de equipamento e utensilios, desrespeito a
cadeia quente e manipulagdo do alimento por pessoas infectadas (BRYAN,
1981). Os alimentos mais comumente adquiridos pelo consumidor ja
contaminados sdo os ovos, frango e carne bovina (ALMEIDA et al., 2008).

A crescente incidéncia de toxinfeccdes alimentares esta relacionada a
diversos fatores como a modificacdo no estilo de vida e habitos alimentares dos
consumidores, levando a um aumento no consumo de alimentos
industrializados ou produzidos fora do lar; alteracdes nas praticas de producgao,
distribuicdo, armazenagem e preparo dos alimentos; adaptacdo dos micro-
organismos frente as adversidades ambientais; uso indiscriminado de
antimicrobianos e maior facilidade de diagnéstico das doengas de origem
alimentar, devido a evolugao tecnoldgica, entre outros (POTES, 2007)

As doengas de origem alimentar € um dos principais problemas de
saude, pois até um terco da populagao dos paises desenvolvidos sao afetados
por doencgas transmitidas por alimentos a cada ano. O problema é ainda maior
nos paises em desenvolvimento, onde o0s pobres s&d0 mais suscetiveis as
doencas e a morte, onde se estima que ocorra obito de 2,2 milhdes de pessoas
anualmente, a maioria sendo criangas (MENSAH et al., 2002).

No Brasil, as doengas infecciosas, parasitarias e do aparelho digestivo
corresponderam a 9,2% do total de casos de mortalidade, sendo as regides do
Norte e Nordeste as mais afetadas (MINISTERIO DA SAUDE, 2004)

Segundo a Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude,
numa analise feita entre os anos 1999 — 2009, foram notificados 6.349 surtos
de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAs), envolvendo 123.917 doentes e
70 Obitos, ressaltando que 41,1% desses surtos foram causados por bactérias.
Os agentes etiologicos mais frequentes associados aos surtos foram
Salmonella sp responsavel por 42,2% (1313 surtos) Staphylococcus sp, por
20,5% (635 surtos); Bacillus cereus por 7% (219 surtos); Clostridium
perfringens por 4,9 % (154 surtos) e Salmonella Enteritidis por 4,1% (129

surtos). Os alimentos mais associados aos surtos foram ovos e seus produtos



(22,8%), alimentos mistos (de origem animal e vegetal) com 16,3% e carne
vermelha e derivados, com 11,7%.

No Rio Grande do Sul, nos anos de 2006 e 2007, foram investigados
186 surtos, sendo o agente etioldgico encontrado em 104 (56%). Os micro-
organismos identificados com maior frequéncia foram Salmonella sp (37%),
Estafilococos coagulase positiva (28%) e Escherichia coli (22%). Os principais
alimentos envolvidos nesses surtos foram produtos carneos (36%), pratos
preparados (20%) e saladas (15%) (WELKER et. al., 2010).

No periodo de 1999 a 2008, cinquenta e dois municipios do Parana
(13%) notificaram 286 surtos de salmonelose, nos quais 5.641 pessoas foram
expostas e 2.027 (35,9%) manifestaram os sintomas da doeng¢a, com 881
(16,3%) hospitalizagbes. Dos alimentos associados aos surtos, 45% foram
alimentos a base de ovos (84), 34,8% carnes e derivados (65) e 20,2% foram
alimentos variados, tais como queijos (1,0%), saladas (4,8%), arroz cozido,
extrato de tomate, fritas, mandioca, mousse, pudim, sorvetes, farofa, pavé e
massas prontas (14,4%) (KOTTWITZ et. al., 2010).

No Brasil, a subnotificagdo de casos de infecgcdes por Salmonella
representa um grave problema, pois os numeros divulgados pelos 6rgaos de
vigilancia sanitaria parecem nao corresponder a realidade. Mesmo assim,
estimativas sobre a frequéncia de infecgdes por esse micro-organismo
permitem sugerir um coeficiente de casos de 145/100.000 habitantes
(EDUARDO et al., 2004). Nos Estados Unidos, a salmonela infecta cerca de
1,4 milhdes de pessoas por ano (MEAD et. al., 1999). No Brasil, dentre as
DTAs mais conhecidas, a salmonelose aparece como a principal causadora de
surtos, no periodo de 1999 a 2008 (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM
SAUDE, 2008).

Um estudo para determinar a incidéncia de Staphylococcus aureus foi
realizado em cafeterias de Valenga (Espanha) e das 705 refei¢cdes estudadas,
81 (11,1%) apresentaram estafilococos coagulase positivo, com contagens de
até 10* UFC/g, sendo que as maiores contagens foram registradas em pratos
como salada russa, almdndegas, croquetes de frango e salada, alimentos
muito manipulados (SORIANO et al., 2002).

Produtos alimenticios comercializados na lItalia foram testados para

detectar a presenca de estafilococos coagulase positivo e Staphylococcus
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aureus. Das 5.369 amostras de produtos carneos (carne moida/hamburguer,
preparagdes de carne fresca, carne curada, entre outros), 1.245 (23,1%)
estavam contaminadas com o estafilococos coagulase positiva e de 148 cepas
selecionadas para identificagdo, 146 foram confirmadas com S. aureus, dos
quais 66 (45,2%) foram enterotoxigénicas (NORMANNOA et al., 2005).

Na cidade de Gaborone, em Botsuana, sul da Africa, foi feito um estudo
sobre a prevaléncia de Salmonella em 122 amostras de carne moida crua e 24
(20%) apresentaram positividade para esse micro-organismo (MREMA et al.,
2006). Em Ribeirao Preto, durante um periodo de trés anos, (SILVA et al.,
2008) analisaram 116 amostras de alimentos, principalmente a base de carne,
das quais 13 (11,2%) estavam contaminadas por S. aureus, seguido de
Bacillus cereus, clostridio sulfito redutor e Salmonella sp. ou apresentaram
associagao de dois micro-organismos potencialmente patogénicos.

Em restaurantes de fast-food, na cidade de Benin (Nigéria), através de
entrevistas com 350 manipuladores de alimentos, foi observado que mais da
metade dos entrevistados (52,6%) néo receberam qualquer treinamento sobre
higiene e seguranca alimentar. Através das amostras de alimentos prontos
para o consumo, obtidas de 55 restaurantes, Bacillus cereus e S. aureus foram
as bactérias mais comumente isoladas, enquanto salada, torta de carne e arroz
frito, os alimentos mais comumente contaminados (ISARA et al., 2010).

Na Grécia, foram analisadas 428 amostras de carne crua e produtos
carneos processados durante trés anos (2004 — 2007). As carnes cruas eram
de ovelhas, cabra, de porco, bovina e de frango e os produtos carneos incluiam
filés de peru, salame, picadinho pronto para o consumo, carne recheada e
roast-beef. O patégeno mais comumente isolado foi E. coli, isolada de todos os
tipos de carne. S. aureus foi encontrada em carne bovina, suina e de
cabra/cordeiro e Salmonella e Campylobacter jejuni, somente em carne de
frango (GOUSIA et al., 2011).

11



Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus sdo cocos Gram-positivos, que se agrupam
formando cachos (HUONG et al., 2010), sendo um dos principais causadores
de intoxicagdo de origem alimentar (SCHERRER et al., 2004). Os alimentos
associados geralmente s&o ricos em proteinas e submetidos a manipulagao
extensa, muitas vezes em combinacdo com aquecimento inadequado e/ou
armazenamento inapropriado dos alimentos (LE LOIR et al., 2003).

Em humanos, o habitat principal de S. aureus é, principalmente, a
mucosa da nasofaringe, onde pode ocorrer como um membro persistente ou
transitério da microbiota, sem causar qualquer sintoma. Manipuladores de
alimentos com habitos inadequado de higiene podem transferir o micro-
organismo para os alimentos. Se forem toxigénicos e houver tempo e
temperatura, podem causar intoxicagbes de origem alimentar (FUEYO et al.,
2005). Os principais sintomas da intoxicacdo sao vémitos e diarréia, podendo
ocorrer também nauseas, célicas abdominais e sudorese. Estes sintomas, que
tém curta duragao, variam com o grau de susceptibilidade do individuo e com a
quantidade ingerida. O periodo de incubacao da doenca pode variar de 30
minutos até 8 horas, porém, na maioria dos casos, os sintomas aparecem entre
2 a 4 horas apos a ingestdo do alimento contaminado (JABLONSKY &
BOHACH, 1997).

Na Coréia, 30% dos incidentes de intoxicacado alimentar estafilococica,
entre 2001 e 2006 envolveram carne e produtos carneos, de acordo com a
Coréia Food and Drug Administration (KIM et al., 2009).

Enterotoxinas estafilocécicas sdo exoproteinas hidrossoluveis, com peso
molecular de 26 a 29 KDa, caracterizadas por uma ponte dissulfeto, proximo ao
centro da molécula (BERGDOLL & ROBBINS, 1973), e s&o altamente
resistentes ao calor (ICMSF, 1996). Portanto, medidas para evitar a
multiplicacdo de S. aureus sdo importantes porque as temperaturas normais
utilizadas na culinaria para aquecimento n&o destroem as toxinas e alimentos
contendo enterotoxinas estafilocécicas em geral apresentam aparéncia e sabor
normal (BERGDOLL, 1990). Além dos cinco tipos classicos (SEA, SEB, SEC,
SED e SEE), varias outras enterotoxinas ja foram iidentificadas (SEG, SEH,
SEl, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEQ, SER e SET, SEU) (STEPHAN et
al, 2001.; KUZMA et al., 2003; ZSCHOCK et al., 2005).
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Clostridios Sulfito- Redutores

O grupo clostridios sulfito- redutores (CSR) pertence a familia
Bacillaceae e ao género Clostridium, sdo bacilos Gram positivos esporulados,
podem ser moéveis, proteoliticos ou ndao (BOURGEOIS et al., 1994). De acordo
com Franco & Landgraf, (2006), a principal fonte dessas bactérias € o solo. As
duas espécies de interesse patogénico em alimentos sao Clostridium
perfringens e C. botulinum. Os CSR sao indicadores higiénicos e, em grande
quantidade, podem causar doenga no ser humano (SILVA JUNIOR, 2002).

Os veiculos de transmissao dos esporos de Clostridium perfringens s&o
geralmente carnes cozidas e produtos avicolas onde os esporos sobreviveram
ao processo de cozimento (JUNEJA et al., 2010). O tempo e a temperatura
inadequados durante a cocgdao e o resfriamento lento podem permitir a
germinacao de esporos de C. perfringens tipo A e posterior multiplicagao rapida
de células vegetativas entre 40° C e 50° C (tempo de duplicagdo de menos de
10 minutos foi relatado em carne por LABBE & HUANG, 1995).

Em 1998, ocorreu um surto na Argentina, associado ao consumo de
matambre, uma carne enrolada, por temperatura de refrigeragao inadequada,
que permitiu o crescimento do C.botulinum e a produgao de toxinas do tipo A
(VILLAR et al., 1999).

Segundo Adak et al.,, (2002), na Inglaterra e no Pais de Gales, C.
perfringens foi a segunda causa mais comum das doencgas transmitidas por
alimentos e a segunda causa de morte mais frequente associado a essas

doencas, depois da Salmonella.

Salmonella

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae, sendo
bacilos Gram-negativos, a maioria moveis (excec¢do S. Gallinarum e S.
Pullorum), ndo produtores de esporos. Sao anaerdbios facultativos, produzem
gas a partir da glicose (exceto S. Typhi) e sdo capazes de utilizar o citrato
como unica fonte de carbono. A temperatura ideal para multiplicacdo da
Salmonella é 35 - 37° C, sendo a minima de 5° C e a maxima 47° C. Varios
estudos indicam, no entanto, que valores maximo e minimo dependem do
sorotipo. As doengas causadas por Salmonella costumam ser divididas em trés

grupos: a febre tiféide, causada por Salmonella Typhi, as febres entéricas,
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causadas por Salmonella Paratyphi (A, B, C) e as enterocolites (ou
salmoneloses), causadas pelas demais salmonelas, classificadas em mais de
2.500 sorotipos (FRANCO & LANDGRAF, 2001).

A febre tifdide, causada por Salmonella Typhi sé acomete o homem e,
normalmente, a forma de disseminagao da infecgao € interpessoal e através da
agua e alimentos contaminados com material fecal humano. Os sintomas s&o
muito graves e incluem septicemia, febre alta, diarréia e vOmitos. Apos a
infeccdo, os individuos podem se tornar portadores por meses ou anos,
constituindo uma fonte continua de infeccdo. O periodo de incubagao
usualmente varia de 7 a 21 dias e a duragdo da doenga pode chegar a oito
semanas (SHINOHARA et al., 2008).

A Salmonella Paratyphi A, B ou C é o agente etiolégico da febre
entérica, cujos sintomas clinicos sdo mais brandos em relacéo a febre tiféide,
podendo evoluir para septicemia e frequentemente desenvolver um quadro de
gastrenterite, febre e vomitos (SHINOHARA et al.,2008).

Os sintomas das salmoneloses incluem dores abdominais, diarréia, febre
baixa e vdmito, sendo raro os casos clinicos fatais. Os sintomas aparecem de
12 a 36 horas, podendo durar até 72 horas, nao necessitando de tratamento
com antibidticos. Trata-se da manifestagdo mais comum de infecgdo por
Salmonella e os alimentos mais incriminados sdo carne bovina, aves, suinos e
ovos crus (SHINOHARA et al.,2008).

Coliformes

Os coliformes totais sdo enterobactérias comumente encontradas no
trato intestinal de humanos e de outros animais. Sao bastonetes Gram
negativos, ndo formadores de esporos, aerdbios ou anaerdbios facultativos, e
que fermentam a lactose com formacédo de gas em 48 h/35°C. Elas também
podem ser isoladas do solo, agua e vegetais. (VANDERZANT &
SPLITTSTOESSER et al.,, 1992). A quantificacdo de coliformes totais é
utilizada para avaliar as condi¢des higiénicas do produto, pois em alto numero,
indica a contaminacédo decorrente de falha durante o processamento, limpeza
inadequada ou tratamento térmico insuficiente. Ja a detecgdo de elevado
numero de bactérias do grupo dos coliformes termotolerantes em alimentos é

interpretada como indicativo da possivel presenga de patdgenos intestinais,
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visto que a populagdo deste grupo € constituida, principalmente por
Escherichia coli (PARDI et al., 1993).

Assim, os objetivos do trabalho foram a determinacdo da qualidade
higiénico-sanitaria de carnes e produtos carneos manipulados e pré-
preparados para 0 comeércio em agougues e supermercados da cidade de
Botucatu — SP, analisados segundo a RDC N°12 da ANVISA (2001), sendo
pesquisada a presenga de Salmonella sp, a enumeragao de clostridio sulfito-
redutores e de Staphylococcus aureus e a determinacdo do numero mais

provavel de coliformes termotolerantes.

2. Material e Métodos

2.1. Aquisicao das amostras

Foram coletadas 90 amostras de produtos carneos manipulados, em
agougues e supermercados da cidade de Botucatu — SP. As amostras foram
mantidas sob refrigeragcdo, em caixa isotérmicas com gelo reciclavel, até o
momento  do processamento no  laboratorio. Foram  coletados,
preferencialmente, espetinhos de diferentes carnes, kafta, pedacos de carne

temperados, carne enrolada, entre outros.

2.2. Analises microbiolégicas

2.2.1. Preparo das amostras e suas diluigoes:

Para a andlise, 25 gramas da amostra foram pesados e
homogeneizados em 225 ml de agua tamponada esterilizada, em sacos
plasticos apropriados, que foram levados ao Stomacher Lab Blender 400 por
trinta segundos. A partir desta dilui¢do inicial de 107", foi preparada uma série

de diluigdes decimais, utilizando-se salina.

2.2.2. Identificagao de Staphylococcus aureus

Para a identificacdo e enumeracdao de S. aureus, foi utilizada a
metodologia de Lancette & Bennett (2001), onde placas de Petri contendo agar
Baird-Parker (BP) suplementado com telurito de potassio e solugdo de gema de
ovo receberam as amostras adequadamente homogeneizadas e diluidas (225
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ml de agua tamponada esterilizada em 25 g da amostra). A partir de cada
diluicdo, um volume de 0,1 ml foi colocado sobre o agar e espalhado com
auxilio de uma alga em L. Em seguida, as placas foram incubadas a 35°C por
48 horas. Apds a incubacédo, foi realizada a contagem das colénias
caracteristicas, que apresentaram cor negra e halo. Destas, até trés col6nias
foram repicadas para tubos inclinados com &agar tripticase soja (TSA), e
incubadas por 24 horas a 35°C. No teste da producao de catalase, uma porgao
do crescimento foi transferida para uma lamina de vidro, com a adi¢ao de uma
gota de agua oxigenada 30%. Como controle positivo, foi utilizada uma cepa de
S. aureus e como controle negativo, uma de Streptococcus sp. O teste positivo
€ revelado pela liberacdo de bolhas. A seguir, foi realizado o teste da
coagulase em tubo, onde 0,5ml de plasma de coelho foi acrescido de um
volume igual de uma cultura da cepa teste em caldo de infusdao de cérebro e
coragao (BHI) crescida por 24 horas a 35°C. Os tubos foram incubados a 35°C
por até 24 horas. O teste deve ser considerado positivo se ocorrer a
coagulacao da mistura.

As cepas identificadas como estafilococos coagulase positiva foram
submetidas ao kit "Staphytect Test Dry Spot" (Oxoid), onde particulas azuis de
latex sdo recobertas com fibrinogénio humano e imunoglobulinas tipo G contra
a proteina A de S. aureus, o Fator Clumping e a capsula de S. aureus
meticilina-resistente. O kit € acompanhado por um controle negativo, com
glébulos vermelhos ndo sensibilizados. A cepa a ser testada foi cultivada em
TSA inclinado. Apds incubagdo por 24 horas, a 35°C, uma algada do
crescimento foi colocada sobre uma gota de agua tamponada esterilizada,
previamente depositada num papelao de fundo branco, que acompanha o kit.
Com o auxilio da alga de niquel-cromo, foi realizada a homogeneizagédo. As
cepas positivas formam granulos devido a aglutinagdo, em até 6 segundos.
Deve ser lembrado que procedimento igual € repetido, usando-se o reagente
nao sensibilizado, que nunca aglutina, dado ser o controle negativo. A
separagdo entre as duas espécies clumping positivo (S. aureus e S.
intermedius), foi realizada pela prova de VP (S. aureus positivo): uma algada do
crescimento em TSA foi transferida para um tubo com caldo VM-VP e incubada
a 35°C por 48 horas. Para o teste VP, foi transferido assepticamente 1,0mL da
cultura para um tubo de ensaio, adicionados 0,6mL de solu¢ao de a-naftol 5%
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e, em seguida, 0,2mL de solugdo de KOH 40%. Foi observado, periodicamente,
por até 1 hora, a permanéncia do meio na cor do reagente (amarelado ou
ligeiramente esverdeado) indicando teste negativo. O desenvolvimento de uma

cor vermelha ou résea no meio de cultura indicaria teste positivo.

2.2.3. Detecgao da presenga de Salmonella

Para a deteccéo da presenca de Salmonella, foi utilizada a metodologia
da American Public Health Association (ANDREWS et al., 2001). Para tanto,
25g da amostra foram obtidas de maneira asséptica e colocada em saco de
polietileno estéril contendo 225mL de agua peptonada tamponada. Em
seguida, o mesmo foi colocado em Stomacher por 30 segundos para completa
homogeneizagdo da amostra. O volume obtido foi transferido a um Erlenmeyer
e incubado a 35°C por 24 horas. Apos este periodo, TmL foi semeado em
10mL de caldo Tetrationato ao qual foi adicionado um volume de 0,1mL de
iodeto de potassio imediatamente antes do uso, seguindo-se de incubagéo a
35°C por 24 horas. Outra aliquota, de 0,1mL da amostra, foi transferida para
10mL de caldo Rapapport-Vassiliadis e, a seguir, incubada a 43°C por 24
horas. Apos este periodo, uma algada de cada tubo foi semeada em placas
contendo agar Xilose-Lisina-Desoxicolato e de agar Salmonella-Shigella. Apos
0 periodo de incubagado a 35°C por 24 horas, as col6nias caracteristicas de
Salmonella foram repicadas para tubos inclinados de agar Tripticase Soja
(TSA). A partir destes, foi realizado testes bioquimicos de triagem, em tubos
inclinados de &gar Triplice Agucar Ferro (TSI) e agar Fenil (Agar Fenilalanina).
As colbnias que apresentaram reacgoes tipicas foram submetidas a identificagao
pelo sistema API-20E (Biomérieux). As cepas que apresentaram confirmacao
positiva no APl foram testadas frente aos soros polivalentes somatico e

flagelar.

2.2.4. Determinagdao do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes
termotolerantes

Esta determinagado foi realizada empregando-se a técnica dos tubos
multiplos (KORNACKI & JOHNSON, 2001). Assim, na prova presuntiva, foram
inoculadas diluicbes adequadas da amostra homogeneizada em volumes de
1mL, em uma série de trés tubos por diluicdo, contendo 10mL de caldo Lauril
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Sulfato (LST) e um tubo de Durham invertido. Os tubos foram incubados a
35°C por 24-48 horas. Apds este periodo, foi realizada a prova de confirmacao
para coliformes termotolerantes por meio da transferéncia de trés algcadas de
cada tubo positivo (com crescimento e produgado de gas) para tubos contendo
5mL de caldo EC, os quais foram incubados em estufa BOD a 45°C por 24
horas. Apés o periodo de incubagédo, foi feita a leitura, considerando-se
positivos os tubos de caldo EC que apresentaram producdo de gas no tubo de
Durham. A seguir, juntamente com a tabela do NMP, foi determinado o NMP de

coliformes termotolerantes por grama de amostra.

2.2.5. Enumeracao de Clostridium sulfito redutor (LABBE, 2001):

Na superficie de agar sulfito polimixina sulfadiazina (SPS) foi
depositado um in6culo de 0,1 mL de cada diluigcdo, espraiado com o auxilio de
um bastdo de vidro em L, partindo-se da maior diluigdo. Apds a completa
absorcdo do indculo foi colocado um volume de 8 mL de SPS fundido a,
aproximadamente, 45°C. Essas placas foram incubadas em jarras de
anaerobiose com envelope gerador de anaerobiose, a 43°C por 48 horas. A
placa selecionada para contagem apresentou entre 25 e 250 colbnias, cuja
caracteristica é a cor negra.

Para o calculo do numero presuntivo de UFC/g, o numero de colbnias
confirmadas foi multiplicado por 10 e o resultado, pelo fator de diluigao da placa

de contagem.

2.3. Producao de Enterotoxinas (DONNELLY et al., 1967).

2.3.1. Producao de enterotoxinas classicas por cepas de S. aureus

As cepas de S. aureus seriam cultivadas em caldo BHI e incubadas a
37°C/24 horas. A seguir, 0,1ml destes crescimentos seria transferido para
placas de agar BHI, acrescido de 1% de extrato de levedura, com um papel
celofane esterilizado na sua superficie. Esse volume seria espraiado com o
auxilio de uma algca em “L” e essas placas, incubadas a 37°C, por 24 horas.
Ap0s este periodo, uma aliquota de 2,5 ml de Na,HPO4 0,01M seria adicionada

a superficie e, apds homogeneizacdo, o volume seria transferido para um
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eppendorf, submetido a uma centrifugagcdo a 10.000 rpm/10 minutos/4°C
(ROBBINS et al, 1980).

Os sobrenadantes obtidos pelas duas metodologias seriam testados
frente as toxinas A, B, C e D, pelo método de RPLA, num kit comercial da
Oxoid.

Esse teste nao foi realizado, pois ndo houve o isolamento de S. aureus.

3. RESULTADOS

Dentre as 90 amostras analisadas de carnes cruas temperadas e
produtos carneos, todas foram negativas para a enumeragdo de
Staphylococcus coagulase positiva. A presenga de Salmonella foi confirmada
apenas em uma amostra (1,1%), contrariando os padrdes higiénicos- sanitarios
expostos pela ANVISA (2001). O limite maximo permitido de colbnias de
Clostridium sulfito redutor é de até 3 x 10° UFC/g, sendo assim todas as
amostras estavam de acordo com a RDC n° 12, como pode ser observado na
Tabela 1.

No entanto, 54,4% das amostras estavam fora do limite aceitavel para
coliformes termotolerantes, de até 5 x 10® NMP/g, determinado pela ANVISA
(2001). Em relacédo aos diferentes tipos e quantidades de carnes analisadas,
atenta-se para o espetinho de frango, onde, de um total de 11, 63,6%
apresentaram esse indicador em quantidades acima do permitido. Entre as 6
amostras de kafta, 83,3% também se encontravam fora dos padrbes da
ANVISA. Um dos tipos de carne com melhor padrao higiénico-sanitario foi o
bife enrolado, com 18,2% das amostras fora dos padrodes, do total de 11.

Na Tabela 1, pode ser observada as informagdes sobre os tipos de
carnes analisadas, os respectivos locais de coleta na cidade de Botucatu — SP
e o0s resultados das analises microbiologicas relativas aos coliformes
termotolerantes (CT) e Clostridium sulfito redutor (CSR). Vale ressaltar que
amostras iguais referentes ao mesmo local foram coletadas em datas

diferentes.
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Tabela 1. Tipo, local de coleta e qualidade higiénico-sanitaria de carnes cruas
temperadas e produtos carneos, comercializados na cidade de Botucatu em

2011. (continua)

Amostras Local CT (NMP/g) CSR(UFC/g)
1) Bife enrolado Supermercado A 93 <100
2)Bife enrolado Supermercado A 93 <100
3) Bife enrolado Supermercado A 23 <100
4)Bife enrolado Supermercado A >1,1x10° <100
5) Bife enrolado Supermercado D 93 <100
6) Bife enrolado Supermercado E 93 <100
7) Bife enrolado Supermercado E 210 <100
8) Bife enrolado Supermercado E 1,5x 10° <100
9) Bife enrolado Acougue F 150 <100
10)Bife enrolado Acougue G 150 <100
11) Bife enrolado Supermercado J 150 <100
12) Espetinho de Frango Supermercado A 1,5x10° <100
13) Espetinho de frango Supermercado A 4,3 x 10* <100
14) Espetinho de frango Agougue C >1,1x10° <100
15) Espetinho de frango Supermercado E 4,3 x 10* <100
16) Espetinho de frango Acougue F 1,5x 10° <100
17) Espetinho de frango Acougue F 150 <100
18) Espetinho de frango Acougue F 93 <100
19) Espetinho de frango Acougue G 93 <100
20) Espetinho de frango Acougue G 2,3x10* <100
21) Espetinho de frango Acougue G 75 <100
22) Espetinho de frango Acougue | 4,3 x 10 <100
23)Espetinho de frango empanado Supermercado A 4,6 x10° <100
24) Espetinho de frango empanado Supermercado E 4,6 x10° <100
25) Espetinho de frango empanado Acougue F 93 <100
26) Filé de frango empanado Supermercado A 43 <100
27)Filé de frango empanado Supermercado A 43 <100
28) Filé de frango empanado Supermercado A 4,3 x10* <100
29) Filé de frango empanado Acougue C 2,3x10* <100
30) Filé de frango empanado Acougue C 23 <100
31) Filé de frango empanado Supermercado D >1,1x10° <100
32) Filé de frango empanado Supermercado E 2,3 x 10 <100
33) Filé de frango empanado Supermercado E 4,6 x 10° <100
34) Filé de frango empanado Acougue | 43 <100
35) Filé de frango empanado Acougue | 4,3 x10* <100

CT (NMP/g): Coliformes termotolerantes (Nimero Mais Provavel por grama); CSR(UFC/g): clostridios sulfito redutores

(Unidades Formadoras de Colbdnias por grama)
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Tabela 1. Tipo, local de coleta e qualidade higiénico-sanitaria de carnes cruas
temperadas e produtos carneos, comercializados na cidade de Botucatu em
2011. (continuagéo)

Amostras Local CT (NMP/g) CSR(UFC/qg)
36) Filé de frango empanado Supermercado J 43 <100
37) Filé de frango empanado Supermercado J 23 <100
38) Bife bovino empanado Acougue C >1,1x10° <100
39) Bife bovino empanado Acougue C 4,3 x10* <100
40)Bife bovino empanado Acougue | >1,1x10° <100
41)Bife bovino empanado Acougue | 4,3 x 10 <100
42) Bife bovino empanado Acougue | 1,5 x10° <100
43) Asa de frango temperado Supermercado A 43 <100
44) Coxa de frango temperada Acougue | 4,3 x10* <100
45) Coxa de frango temperado Supermercado D 23 <100
46) Frango a passarinho Supermercado E 43 <100
47)Frango a passarinho Supermercado E 1,5x10° <100
48) Frango a passarinho Supermercado H 46 x10° <100
49) Frango a passarinho Acougue | 9,3x10* <100
50) Frango a passarinho Acougue | 4,3 x10* <100
51)Frango a passarinho Acougue | 9,3 x 10* <100
82) Frango a passarinho Supermercado J 460 <100
53) Frango a passarinho Supermercado J 240 <100
54) Medalhao de frango Supermercado A 75 <100
55) Medalhao de Frango Supermercado E 93 <100
56) Medalhao de frango Supermercado E >1,1x10° <100
57) Medalhao de frango Supermercado E 4,3 x10* <100
58) Medalhao de frango Acougue G 23 <100
59) Medalhao de frango Acougue G 43 <100
60) Espetinho de carne bovina Acougue F 2,4 x10° <100
61) Espetinho de carne bovina Acougue F 46 x10° <100
62) Espetinho de carne bovina Acougue F 240 <100
63) Espetinho de carne bovina Acougue G 93 <100
64) Espetinho de carne bovina Acougue G 75 <100
65) Espetinho de carne bovina Acougue G 1,1 x 10° <100
66) Espetinho de carne bovina Acgougue | >1,1x10° <100
67) Espetinho de coracao Acougue F 75 <100
68) Espetinho de coracao Acougue F 2,3 x 10 <100
69) Espetinho de coragao Acougue F 23 <100
70) Espetinho de coracao Acougue G 150 <100
71) Espetinho de coragao Acougue G 2,3x10* <100

CT (NMP/g): Coliformes termotolerantes (Nimero Mais Provavel por grama); CSR(UFC/g): clostridios sulfito redutores

(Unidades Formadoras de Coldnias por grama)
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Tabela 1. Tipo, local de coleta e qualidade higiénico-sanitaria de carnes cruas
temperadas e produtos carneos, comercializados na cidade de Botucatu em
2011. (continuagéo)

Amostras Local CT (NMP/g) CSR(UFC/qg)
72) Espetinho de coracao Acougue G 75 <100
73)Espetinho de coracao Acougue | 93 <100
74) Frango enrolado (presunto/queijo) Acougue G 43 <100
75) Frango enrolado (presunto/queijo) Acougue G 93 <100
76) Frango enrolado (presunto/queijo) Acougue G 4,3 x10* <100
77) Panceta temperada Supermercado B 9,3x10* <100
78) Kafta Acougue F 7,5 x 10* <100
79) Kafta Acougue F 23 <100
80) Kafta Acougue F 2,4 x 10° <100
81) Kafta Acougue G 2,3x10* <100
82) kafta Acougue G >1,1x10° <100
83) Kafta Acougue G 1,5x10° 7 x 102
84) Quibe Supermercado E 4,3 x10* <100
85) Quibe Acougue G 23 <100
86) Carne de hamburguer Acougue F 4,6 x10° <100
87) Aimdndega recheada e empanada Acougue | 1,5x10° 1x 102
88)Almondega recheada e empanada Acougue | 7,5 x 10* 2 x 102
89)AImbndegas temperadas Acougue | 1,5x10° <100
90)Almbéndegas temperadas Acougue | 2,1x10° <100

CT (NMP/g): Coliformes termotolerantes (Nimero Mais Provavel por grama); CSR(UFC/g): clostridios sulfito redutores
(Unidades Formadoras de Colbnias por grama)

4. DISCUSSAO

Produtos carneos estao freqliientemente associados a surtos de DTA’s,
uma vez que representam excelentes meios para o crescimento microbiano,
devido a variedade de nutrientes, a alta atividade de agua e a baixa acidez.
(WELKER et al.,, 2010) Além disso, as carnes podem ser facilmente
contaminadas durante o abate do animal, a evisceragcdo, a manipulacido no
processamento e a estocagem inapropriada (Forsythe 2002, Amson et al.
2006).

Segundo os padrdes exigidos pela Resolugdo - RDC n° 12, de 2 de
janeiro de 2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
produtos carneos crus, refrigerados ou congelados (hamburgueres,

almdéndegas, quibe e similares) proprios para consumo devem apresentar
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concentracdo maxima de 5 x 10° NMP/ml para coliformes termotolerantes, na
auséncia de Salmonella/25g. A contagem de Staphylococcus coagulase
positiva permitida € de até 5 x 10° UFC/g e de Clostridium sulfito redutor até 3 x
10° UFC/g. Em relagao a carnes cruas preparadas, bovinas, suinas e de outros
mamiferos, refrigeradas ou congeladas, temperadas, a contagem maxima
permitida € de 10* NMP/ml para coliformes termotolerantes, na auséncia de
Salmonella/ 25g.

Dentre as 90 amostras analisadas, 54,4% (49) estavam fora dos padrées
exigidos pela ANVISA para a contagem de coliformes termotolerantes. Motta
et. al. (2000), na analise de carne bovina moida in natura de supermercados da
regido oeste de S&o Paulo — SP, constataram contaminagdo menor, pois 26,7%
das amostras estavam acima do limite permitido pela legislagao para coliformes
termotolerantes e, portanto, improprias para o consumo. Resultados mais
proximos aos desse trabalho foram obtidos por Ferreira et al., (2008), em
analise de 32 espetinhos de frango fabricados no municipio de Uberlandia —
MG, entre os anos de 2003 e 2004, dos quais 34,4% das amostras indicavam
contagem minima de coliformes termotolerantes de, aproximadamente, 1,1 x
10* NMP/g. Resultados maiores foram observados por Fritzen et al. (2006),
onde 74% de 23 amostras de carne moida analisadas no Estado do Parana
nao atendiam aos limites estabelecidos. No entanto, alguns trabalhos
observaram a presenca de coliformes termotolerantes dentro do limite
determinado pela ANVISA em todas as amostras analisadas, como Martinelli
(2007) em analise de amostras da carne de frango in natura da dieta de um
hospital particular da cidade de Volta Redonda — RJ e Souza et al. (2009), na
analise de carne e cortes de frango provenientes de um matadouro de aves e
coelhos em Benevides — PA.

A presenca de Salmonella foi confirmada apenas em uma amostra
(1,1%) contrariando os padrées higiénicos - sanitarios expostos pela RDC, n°
12 (2001). Valores maiores foram descritos por Martins et al.(2000), em
Fortaleza — CE, que analisaram 26 amostras de miudos de frango (figado,
coragao, moela) e 7 (26,9%) foram positivas para esse microrganismo.
Carvalho e Cortez (2005) analisaram produtos de frango de diferentes
frigorificos, prontos para serem distribuidos no comércio da regiao Noroeste do
Estado de Sao Paulo — SP e 20 % das amostras apresentaram contaminagao
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por Salmonella. Santos et al.(2009) detectaram a presenga de Salmonella em
40% das amostras de carne bovina moida analisadas. Porém, a auséncia de
Salmonella foi observada por Lundgren et al. (2009) em amostras de carne
bovina de mercados publicos e feiras livres de Jodo Pessoa — PB e também
por Martinelli (2007), Ferreira et. al. (2008) e Souza et al. (2009).
Staphylococcus coagulase positiva nao foi detectado em nenhuma das
amostras desse trabalho e as 3 amostras (3,3%) que apresentaram
contaminagao por Clostridium sulfito redutor estavam dentro do limite permitido
pela legislacdo (até 3 x 10° UFC/g). Resultados similares foram observados por
Martinelli (2007) e Santos et al. (2009), que também observaram a auséncia de
S. aureus e Clostridio sulfito redutor em produtos carneos (carne bovina e de
frango) e carne bovina moida, respectivamente. Diferente desses autores,
Lundgren et al.(2009) constataram a presenca de Staphylococcus coagulase
positiva em todas as amostras analisadas com contagem média de 2,7 x 10°
UFC/g, sugerindo que esses produtos passam por demasiado processo de
manipulacdo e deficiente fiscalizacdo veterinaria, tornando a qualidade
higiénico -sanitarias dessas carnes e dos produtos derivados inadequados.
Dentre 90 amostras de diferentes produtos carneos analisados, somente
44,4% (40) estavam de acordo com a legislagdo em vigor, semelhante ao
estudo de Hoffmann et al.(1998) que analisaram 14 amostras obtidas do
comércio de Sao José do Rio Preto — SP, sendo 10 amostras de carne (5 carne
suina, 5 carne bovina moida) e 4 de presunto, das quais somente 42,9 % (6)

estavam apropriadas para o consumo.

5. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, considerando o elevado numero de
coliformes termotolerantes e a presenca de Salmonella, pode-se concluir que
ocorreram praticas higiénicas insatisfatérias durante a manipulagéo, na
obtencao da matéria-prima e/ou temperaturas inadequadas de armazenamento
dos mesmos. Dessa forma, € necessario que se fagca um controle mais rigido

da higiene, a fim de se evitar problemas de saude publica.
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