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“[...] diz que mesmo antes de um rio cair no oceano, ele treme de medo.
Olha para tras, para toda a jornada, os cumes, as montanhas, o longo
caminho sinuoso através das florestas, através dos povoados e vé a
sua frente um oceano vasto que entrar nele nada mais é que
desaparecer para sempre. Mas ndo ha outra maneira. O rio ndo pode
voltar. Ninguém pode voltar. Voltar é impossivel para existéncia. Vocé
pode apenas ir em frente. O rio precisa se arriscar e entrar no oceano. E
somente quando ele entra no oceano é que o medo desaparece.
Porque, apenas entdo, o rio, sabera que ndo se trata de desaparecer no
oceano. Mas tornar - se oceano. Por um lado é desaparecimento e por
outro lado é renascimento”.

(Osho)



Riscos relacionados a contaminagdo microbiana de carne moida bovina

Resumo: O objetivo deste estudo foi verificar a qualidade microbiolégica, o perigo
potencial do consumo da carne moida e determinar os principais fatores de riscos
relacionados ao local de sua comercializagdo. Amostras de carne moida bovina dos
cinco setores geograficos do municipio de Uberlandia-MG foram analisadas.
Coliformes totais, Escherichia coli e Staphylococcus sp foram quantificados; e
realizadas andlises qualitativas de Salmonella, Listeria sp, Listeria monocytogenes e
Campylobacter sp. Adicionalmente, pH e temperatura foram mensurados
imediatamente apds a aquisicdo. Os moedores foram avaliados pela quantificacédo
de C. total, E. coli e mesdéfilas. Um check-list foi realizado para a classificagdo dos
estabelecimentos. Utilizou-se o teste rdpido Compact dry® para a pesquisa dos
bioindicadores, e a metodologia tradicional para as demais analises. A confirmacao
da identificacdo de Listeria sp e Listeria monocytogenes foi obtida utilizando-se as
técnicas de RT-PCR e PCR, respectivamente. As contagens de coliformes totais e E.
coli evidenciaram que 57,5% e 45%, respectivamente, encontravam-se entre 10°
UFC.g* a 10° UFC.g* e 10% a 10* UFC.g™. Staphylococcus sp foi determinado em
100% das amostras, com contagens variando de 10° UFC.g™* a 10° UFC.g™. As altas
contagens de bactérias mesobfilas nos equipamentos indicam uma deficiente
higienizacdo, bem como as altas contagens encontras de coliformes totais e E. coli
evidencia o perigo de contaminacdo cruzada. Higiene, conservacdo de
equipamentos e utensilios, e apresentacdo pessoal foram os itens avaliados que
mais evidenciavam ndo conformidades, A presenca de patdgenos como a
Campylobacter e Listeria monocytogenes é preocupante, pois 38,5% e 15,5% das
carnes, respectivamente, apresentaram presenca destes patégenos. O uso do RT-
PCR e PCR demonstraram eficiéncia e rapidez para a identificacdo de Listeria sp e
L. monocytogenes, e podem ser utilizados na rotina para diminuir o tempo de
andlise. A falta de padr6es microbioldégicos para patdgenos alimentares como
Listeria monocytogenes e Campylobacter dificulta as tomadas de decisbes em
relacdo ao destino dos produtos contaminados, que sdo um risco a saude do

consumidor.

Palavras-chave: carne moida, fatores de risco, patégenos, Listeria, higiene.



Risks related to microbial contamination of ground beef

Abstract: This study aimed to check the microbiological quality and the potential
danger of consumption of ground beef, and determine the main risk factors related to
the place of their marketing. Samples of ground beef cattle from the five geographic
sectors of the city of Uberlandia-MG were analyzed. Total coliforms, Escherichia coli
and Staphylococcus sp were quantified and qualitative analysis of Salmonella,
Listeria sp, Listeria monocytogenes and Campylobacter spp. Additionally, pH and
temperature were measured immediately after the acquisition. The grinders of meat
were evaluated by the quantification of bioindicators. A check-list was made for the
classification of establishments. It was used rapid test for the Compact dry ® search
of bioindicators, and the traditional methodology for the other analyses. The
confirmation of the identification of Listeria sp and Listeria monocytogenes was
obtained using the techniques of PCR and RT-PCR, respectively. The counts of total
coliform and E. coli showed that 57.5% and 45% respectively, were between
103CFU.g-1 to 105 CFU.g-1 and 102 to 104 CFU.g-1. Staphylococcus sp was
determined in 100% of the samples, with counts ranging from 103 CFU.g-1 to 105
CFU.g-1. High counts of bacteria in mesophilic equipment indicate poor hygiene.
The inadequate hygiene was confirmed by high counts of total coliform and E. coli in
equipment, and highlights the danger of cross-contamination. Hygiene, maintenance
of equipment and utensils, presentation and personal items were valued more
evidence that non-conformities

The presence of pathogens such as Campylobacter and Listeria monocytogenes is
worrying, because 38.5% and 15.5% of meat, respectively, showed presence of
these pathogens. The use of PCR and RT-PCR demonstrated efficiency and speed
for the identification of Listeria sp and L.monocytogenes, and can be used in routine
to reduce the time for analysis. The lack of standards for microbiological food
pathogens such as Listeria monocytogenes and Campylobacter complicates the
decision-making regarding the fate of contaminated products, which are a risk to the

health of consumers.

Keywords: ground beef, risk factors, pathogens, Listeria, hygiene
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1. INTRODUCAO

A qualidade da carne e seus derivados é preocupacdao mundial. A carne
moida € um dos produtos carneos mais comercializados devido a diversidade de
uso, ao menor custo comparado a outros cortes bovinos e a facilidade de preparo.
Esta preocupacgao torna-se ainda maior quando a carne € previamente fracionada,
por diferentes utensilios como facas e moedores, e manipulada em adversas
condi¢oes de higiene e ambiente.

Apesar de fornecer aminoacidos essenciais, vitaminas do complexo B, zinco,
e ferro disponivel, a carne torna-se potencialmente perigosa quando se trata de
doencas veiculadas por alimentos, desde as chamadas zoonoses as toxinfeccoes
alimentares. As caracteristicas intrinsecas da carne, particularmente sua
composicao quimica, elevada atividade de agua (Aw) e pH préximo a neutralidade,
séo fatores que favorecem o desenvolvimento de uma microbiota extremamente
variada (CONTRERAS; BROMBERG; MIYAGUSKU, 2002). De acordo com Faustino
et al. (2003) a qualidade da carne depende da tecnologia empregada na produgao
dos animais e do abate, do processamento, armazenamento, transporte e condi¢coes
de comercializagao.

A carne pode ser contaminada por bactérias como a Escherichia coli,
Salmonella,  Shigella,  Proteus, Enterococcus, Moraxella, Acinetobacter,
Staphylococcus, Lactobacillus, Clostridium, Pseudomonas, Campylobacter, Yersinia,
Listeria, leveduras e mofos (FRAZIER; WESTHOFF, 1993; SILVA, 2000; PARDI et
al., 2001). Muitos destes microrganismos podem causar doencas e problemas a
saude publica, acarretando desde um simples desconforto intestinal até mesmo a
morte (GERMANO; GERMANO, 2003). No caso da contaminagdo por bactérias
sapréfitas ha diminuicdo da vida Gtil do produto, gerando perdas econémicas.

Entre os véarios parametros que determinam a qualidade de um alimento, os
mais importantes sdo, sem duvida, aqueles que definem as suas caracteristicas
microbiolégicas (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

Os microrganismos que contaminam os produtos carneos sdo amplamente
distribuidos na natureza, podendo ser encontrados em uma diversidade de
ambientes (JO et al., 2004; FATTORI et al., 2005; JAY, 2005). Devido a dificuldade

de avaliacdo de todos os tipos bacterianos que podem estar presentes, e causar



prejuizos econdmicos € a saude, os microrganismos bioindicadores sao utilizados
para estimar as condicdes sanitarias e de higiene. A presenca e 0 numero destes
microrganismos fornecem informacdes sobre deterioracdo potencial, contaminagao
fecal, presenca de patdégenos e das condigcdes sanitarias no processamento,
armazenamento ou manipulagéo.

Os bioindicadores das condicdes de higiene mais usuais sao o0s
representantes do grupo coliforme e querendo-se avaliar a contaminacao fecal, a E.
coli é o microrganismo mais utilizado. Quando € necessaria a avaliagdo da
manipulacdo direta, geralmente os Staphylococcus sdo os escolhidos. Estes, além
de bioindicadores, sdo também agentes etiologicos de toxinfecgdes alimentares
(SILVA et al., 2007).

Entre as bactérias patogénicas veiculadas por carne moida destaca-se a
Listeria monocytogenes, a qual tem a capacidade de resistir aos efeitos do
congelamento, desidratagdo e calor (ROBERTS; BAIRD-PARKER, 1996). Além de
ser capaz de se multiplicar em ambientes com baixas tensdes de oxigénio, e
permanecer viavel em temperaturas abaixo de 3°C (ALVES et al., 2006). De acordo
com Lemarc et al. (2002) é ainda tolerante ao estresse causado por baixo pH e altas
concentracdes de sal.

O ICMSF (International Commission on Microbiological Specifications for
Foods) classifica a Salmonella na categoria de microrganismos que oferecem risco
direto e grave ao produtor e consumidor de alimentos. E considerado um dos mais
importantes patdgenos veiculados por alimentos (BERSOT, 2006; FOODNET,
2006). No Brasil, a RDC 12/2001 (BRASIL, 2001) preconiza que este microrganismo
deve estar ausente em 25g de amostra analisada. O género € conhecido pela
tolerdncia ao congelamento, e a conservagdo da carne em baixas temperaturas
pode permitir sua sobrevivéncia (BARREL, 1988; ARCHER, 2004).

Outra importante doenga que pode ser veiculada pela carne e seus derivados
€ a campilobacteriose intestinal, zoonose de distribuicdo mundial. O agente
etiolégico dessa doenca esta difundido na natureza, comportando-se como agente
patogénico ou como microbiota normal do trato digestério de animais domésticos e
selvagens (CDC, 2005; TORTORA; FUNKE; CASE 2002).

Apesar da importancia do Campylobacter como agente etiolégico de
toxinfecgOes alimentares e na sanidade animal, poucos estudos tem sido realizados

no Brasil para verificar sua sobrevivéncia nos alimentos e formas de prevencao da



sua presenca. Conforme Germano e Germano (2003) e Forsythe (2002) os
principais veiculos de transmissdo de Campylabacter sdo animais portadores, agua
e alimentos contaminados.

Na profilaxia de patégenos em alimentos varias ferramentas vém sendo
adotadas, com parcerias entre governo, industrias, comércio e instituicoes de ensino
e pesquisa. Os principais programas de melhoria da qualidade seguidos pela
industria de alimentos sdo: o Programa Alimentos Seguros (PAS), as BPF’s e BPA’s
(Boas Praticas de Fabricacdo e Boas Praticas Agropecudrias) e as Analises de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC). Porém, muitas vezes, a natureza
dos alimentos e a tecnologia de fabricacdo empregada dificultam os controles e,
assim, o risco de cada perigo deve ser conhecido, para que medidas preventivas
adicionais possam ser adotadas.

Casas de carnes sao estabelecimentos de pequeno porte, e programas
visando a qualidade dos alimentos, como os utilizados nas industrias, apesar de
necessarios, possuem implantacdo mais complexa, devido a falta de recursos,
conhecimento sanitario e envolvimento dos proprietarios. Assim, uma andlise
adequada do impacto de cada fator de risco, pode sugerir educagao sanitaria com

qualidade e eficiéncia.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Verificar a qualidade microbioldgica e o perigo potencial do consumo da carne
moida e determinar os principais fatores de risco relacionados ao local de sua

producao e comercializagao.



2.2. Objetivos Especificos

- Avaliar a qualidade higiénico-sanitaria da carne moida bovina comercializada em
todos os setores da cidade de Uberlandia-MG por meio da quantificacdo dos
bioindicadores.

- Determinar o perigo potencial da carne moida como veiculo de transmissdo de
doencas mediante deteccdo de patdégenos como Salmonella spp, Staphylococcus
coagulase positiva, Listeria monocytogenes e Campylobacter sp;

- Utilizar a técnica de PCR (Reacao em Cadeia de Polimerase) como ferramenta de
analise rapida para identificagdo de Listeria monocytogenes;

- Estabelecer um perfil higiénico-sanitario dos estabelecimentos produtores por meio
de aplicacdo de uma lista de verificacdo de Boas Praticas de Fabricagéo,
paralelamente a verificacdo das condigbes higiénicas dos moedores pela contagem
dos bioindicadores;

3. REFERENCIAL TEORICO

A carne e os produtos carneos sao alimentos ricos em nutrientes constituindo-
se em excelentes meios de cultura para uma diversidade de microrganismos. Assim,
o consumo deste alimento quando contaminado € motivo de constante preocupagao
devido a associacdo a doencas (TAVARES; SERAFINI, 2006). A capacidade de
sobrevivéncia ou de multiplicagdo dos microrganismos na carne bovina depende de
uma série de fatores, os relacionados com o proprio alimento, chamados fatores
intrinsecos, e os relacionados com as caracteristicas do ambiente em que estes
alimentos se encontram os fatores extrinsecos (GERMER; MOURA, 1995; FRANCO;
LANDGRAF, 2003; JAY, 2005).

De acordo com Feitosa (1999) e Silva et al. (2004), as carnes e seus
derivados constituem veiculo potencial de contaminantes de natureza bioldgica,
fisica e/ou quimica nas diversas fases de seu processamento, desde sua produgao
primaria até as fases de transformacdo, armazenagem, transporte e distribuicao

para o consumo.



3.1 Principais microrganismos envolvidos em toxinfec¢oes veiculadas por
Carne Moida Bovina.

3.1.1. Grupo Coliforme e Escherichia coli

Os microrganismos que contaminam os produtos carneos sdo amplamente
distribuidos na natureza, podendo ser encontrados na agua, no ar, no solo, no trato
intestinal do homem e de animais, na pele, nas maos e no trato respiratorio dos
manipuladores de alimentos. Também s&o encontrados na pele, nas carcacas de
bovinos, nos utensilios e equipamentos de abatedouros e de cozinhas (JO et al.,
2004; FATTORI et al., 2005; JAY, 2005).

E impossivel em uma analise laboratorial identificar todos os microrganismos
presentes na carne bovina moida. Dessa forma, microrganismos bioindicadores de
contaminagdo sao utilizados rotineiramente para verificar o perigo potencial que a
ingestao deste alimento pode representar ao consumidor. A presenca e 0 numero
destes bioindicadores fornecem informagbes sobre deterioragdo potencial,
contaminacéao fecal, possivel presenca de patdgenos, ou sobre condicées sanitarias
inadequadas no processamento, armazenamento e/ou manipulacdo (MOSSEL;
GARCIA, 1975; JAY, 2005).

Eisel, Linton e Muriana (1997) e Jay (2005) afirmam que a qualidade e a
seguranga dos produtos carneos podem ser estimadas por meio do numero de
bioindicadores presentes na sua microbiota. Altos niveis de bactérias mesofilas séo
correlacionados com a baixa qualidade e diminuicdo da vida util dos produtos.
Coliformes podem ser relacionados com a qualidade da matéria prima e higiene na
producdo, e 0os numeros de E. coli indicam contaminagcdo fecal, e possivel
associagao com patdgenos entéricos como a Samonella.

Stopforth et al. (2006) analisaram carnes frescas, 1022 amostras provenientes
de duas plantas de processamento do meio oeste americano e verificaram que as
contagens de coliformes totais variaram de 1,1 a 1,8 logUFC.g (12,5 a 63,3UFC.g"),
e as de E. coli de 0,8 a 1 logUFC.g™" (6,3 a 1,1 UFC.g™"). Andlises realizadas no
estado do Parana, em materiais colhidos na superficie de equipamentos e utensilios
de abatedouros, e também em agougues, revelaram um alto nivel de contaminacéo

em moedores, embutidores e caixas plasticas. Foram verificadas contagens na



ordem de 5,38 logUFC/cm? (2,4x105 UFC/cm?) para bactérias meséfilas, 3,28 log
UFC/cm2 (2,0x10% UFC/cm?) para coliforme totais, e 2,59 log UFC/cm? (3,8x10?
UFC/cm?2) para E. coli. Quando carnes moidas coletadas nos mesmos
estabelecimentos foram analisadas, as médias de contagens foram: 4,68
logUFC/cm? (4,8x104 UFC/cm?) para bactérias mesofilas, 2,55 logUFC/cm? (3,54
UFC/cm?) para coliformes totais e 1,80 logUFC/cm? (6,3x102 UFC/cm?) para E.coli
(BARROS et al., 2007a).

3.1.2. Salmonella sp

Segundo Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, o género Samonella
pertence a familia Enterobacteriaceae, € um bastonete Gram negativo, nao
esporogénico e anaerdbio facultativo (POPOFF; LE MINOR, 2005).

De acordo com Bersot (2006), a Salmonella é um dos mais importantes
patégenos veiculados por alimentos por estar amplamente distribuido na natureza,
possuir um grande numero de reservatérios, apresentarem sorotipos inespecificos
quanto ao hospedeiro, e cepas multiresistentes aos antimicrobianos. Apesar de
inumeras politicas de controle, a Salmonella sp continua a ser um dos principais
agentes etiolégicos das enfermidades transmitidas por alimentos (FOODNET, 2006).

O género Salmonella é conhecido pela tolerancia ao congelamento, assim, a
conservagdao da carne por baixas temperaturas pode permitir sua sobrevivéncia
(ARCHER, 2004). Isso foi também comprovado por Barrel (1988) em pesquisa
realizada em carne moida cozida, mistura para linglica, e em caldo contendo
triptona de soja e extrato de levedura, artificialmente contaminados com a bactéria.
O autor demonstrou a sobrevivéncia das cepas por mais de 10 semanas nas
amostras conservadas em temperaturas que variavam entre "18°C e ~20°C

Surtos alimentares causados por Salmonella acontecem em todo o mundo.
Noél et al. (2006) pesquisaram episodios de gastroenterite ocorridos na Franga, e
constataram que os alimentos incriminados foram carnes suinas e bovinas. O estudo
epidemiolégico demonstrou que o agente etiologico foi a Salmonella manhattan,
isolada tanto nas carnes como no abatedouro.

Conforme Eduardo et al. (2004) apesar de no Brasil ndo haver politica publica

organizada para a notificacdo e estudo de surtos relacionados ao consumo de



alimentos, alguns estudos sdo realizados neste sentido. Pesquisas do Centro de
Vigilancia Epidemioldgica do estado de Sao Paulo constatou 325 surtos diarréicos
ocasionados por bactérias no periodo de 1999 a 2003. Destes, 140 (43,1%) foram
causados por Salmonella, sendo que, dos 74 surtos com sorotipos identificados, 68
(89,2%) foram devido a S. enteritidis. Levantamento realizado no Rio Grande Sul
sobre a etiologia de surtos ocasionados por ingestdo de alimentos contaminados
apontou que 2,5% foram causados por Salmonella (NADVORNY; FIGUEIREDO;
SCHMIDT, 2000).

Os resultados obtidos em pesquisas no Brasil, quanto a presenca de
Salmonella sp em produtos céarneos sdo bastante variados. Sousa e Joelle (2000)
avaliaram a qualidade microbiolégica de 30 amostras de carne bovina moida in
natura no municipio de Macapa-AP, e ndo detectaram a presencga da bactéria. Por
outro lado, na avaliacdo de 50 amostras de produtos carneos comercializados no
municipio de Cuiaba, MT, houve isolamento de Salmonella sp em 26,0% (REIS;
KRUGER; MACIEL, 1995). Em trabalho semelhante, Magnani et al. (2000)
analisaram um total de 50 amostras de carne suina e 50 de salame colonial em

Chapecé-SC determinando a presenca de Salmonella sp em 6,0% das mesmas.

3.1.3. Campylobacter spp

Conforme Pelczar, Chan e Krieg (1996), Campylobacter é uma bactéria Gram
negativa microaerdfila, em forma de bacilo, curvado, fino e métil por meio de um
unico flagelo polar. Necessita de baixos teores de oxigénio (5%) e elevada
concentracdo de dioxido de carbono (SHANE, 2002). Apesar de relativamente fragil
e sensivel no meio ambiente, tem sido reconhecido como um importante patégeno
entérico, despontando em varios paises, e em especial nos Estados Unidos, como
uma das principais causas de doenga diarréica bacteriana, com mais episodios
diarréicos que a Shigela sp e Salmonella sp juntas (CDC, 2005).

As cepas de Campylobacter sdao amplamente distribuidas em animais
endotérmicos, domésticos e/ou silvestres. Sao prevalentes em frangos, bovinos,
suinos, ovinos, e em animais de estimacao, incluindo caes e gatos. A principal rota
de transmissao é o consumo de alimentos contaminados, principalmente a carne de

frango. A carne e os produtos carneos podem fazer parte da cadeia epidemiologica,



e as vacas, mesmo sem evidéncia da doenca, podem excretar o microrganismo no
leite. A agua contaminada nao tratada também é uma fonte reconhecida de infec¢édo
(TORTORA; FUNK; CASE 2002).

A campilobacteriose é considerada uma zoonose, sendo que nos animais,
Campylobacter raramente provoca doengas e em humanos pode atingir individuos
de qualquer idade. Porém, as criangas menores de cinco anos e adultos entre 15 e
29 anos sao mais afetados (SILVA et al., 2007; EUZEBY, 2004).

O género Campylobacter vem se destacando como um microrganismo
emergente de origem alimentar em diversas partes do mundo (AQUINO; FRANCO;
TIBANA, 1995; SKIRROW, 1977; CCE, 2001). As trés espécies termofilicas de
Campylobacter de importancia para a saude humana sdo: Campylobacter jejuni,
Campylobacter coli e Campylobacter lari.

Inglis, Kalischuk e Busz (2003) analisaram 380 amostras de fezes
provenientes de bovinos confinados e observaram que 49% apresentavam uma
nova espécie ligada aos animais hospedeiros, o Campylobacter lanienae. Neste
mesmo estudo, 37% das amostras foram positivas para C. jejuni, 8% para C.
hyiointestilanis e 0,5% para C. coli. Os autores consideram que a contaminacao
pelas fezes no ambiente e a multiplicidade de espécies sdo responsaveis pela alta
prevaléncia de campilobacteriose em humanos.

No Brasil Machado, Tosin e Leitdo (1994) afirmam que Campylobacter coli é
mais prevalente que Campylobacter jejuni em frangos. Porém, em investigacao no
estado do Rio de Janeiro, foi observada maior freqiéncia de Campylobacter jejuni
em relagdo a Campylobacter coli em frangos (AQUINO et al., 2002) Nao ha estudos
no Brasil sobre a prevaléncia e espécie envolvida na contaminagéo de carne bovina.

Nos Estados Unidos sdo notificados anualmente mais de dois milhdes e
quinhentos mil casos de enterite por Campylobacter jejuni, indice que ja superou 0s
casos de salmoneloses e shigeloses (FITZGERALD et al., 2001). Provavelmente, a
alta incidéncia é consequéncia da baixa dose infectante, de somente 500 células/g
(FDA/USDA, 2005). Esses indices demonstram a emergéncia desse microrganismo
como agente de toxinfeccbes alimentares e sua importancia zoonética.

Nos ultimos anos, estudos demonstraram associagao entre a prévia infeccao
por Campylobacter jejuni e o desencadeamento de duas doencgas neurolégicas:

sindrome de Guillain-Barré (GBS) e a sindrome paralitica chinesa, também



denominada de neuropatia axonal motora, que causam degeneracdo dos nervos
periféricos (DUIM et al., 2001).

Apesar de poucos estudos, no Brasil, tem sido relatada a presenca de
Campylobacter spp em casos de diarréia aguda ou crbnica, especialmente em
criangas, assim como em portadores assintomaticos (SCARCELLI et al., 2001).

Pesquisa realizada em manipuladores de alimentos de cozinha hospitalar e
institucional na cidade de Florianopolis-SC, determinou positividade para
Campylobacter sp em 22% e 10,5% dos manipuladores amostrados,
respectivamente. Os individuos positivos eram assintomaticos, e o0s autores
creditaram esta contaminacdo, possivelmente, ao contato com alimentos como
carne de ave, suina e bovina, pois as mesmas sao freqiientemente contaminadas
por esse microrganismo (TOSIN; MACHADO, 1995).

Pizzolitto, Pizzolitto e Simdes (2007) analisaram casos de diarréias em
turistas, também conhecida como diarréia dos viajantes, na cidade de Ribeirdo
Preto-SP, no periodo de 2002 a 2005, e verificou que em 0,46% dos casos, 0 agente
etiolégico isolado foi o Campylobacter sp, e em 12% dos casos, os alimentos

envolvidos eram carnes vermelhas.

3.1.4 Listeria monocytogenes

Caracteristicas Gerais

Listeria monocytogenes € um microrganismo ubiquo, com capacidade de se
desenvolver em condigées indspitas para outros microrganismos patogénicos
podendo iniciar multiplicagdo em temperaturas que variam de 0 a 45°C
(SKOVGAARD; NORUNG, 1989; SWAMINATHAN, 2001).

A bactéria € classificada como bastonete regular, Gram positiva, nao
formadora de esporos (TORTORA; FUNKE; CASE 2002). E um microrganismo
anaerobio facultativo, produtor de B-hemdlise em agar sangue de carneiro, cresce
bem a uma temperatura de 35°C a 37°C e lentamente a temperaturas abaixo de
4°C. Quando crescidos a 22°C sao moveis com flagelos peritriquios, exibindo

movimentos “em cambalhota”, caracteristica que € utilizada em alguns protocolos de
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identificacdo. A maioria das cepas cresce bem entre as faixas de pH 5,6-9,6
preferindo pH alcalinos ou proximos a neutralidade (LABACVET, 2007).

Segundo Jay (2005) L. monocytogenes esta representada por 13 sorovares,
alguns dos quais sdo compartilhados por L. innocua e por L. seeligeri. Embora L.
innocua esteja representada somente por trés sorovares, muitas vezes esta é
considerada uma variante nao patogénica de L. monocytogenes.

O genoma foi sequienciado e possui um cromossomo circular de 2.944.528 pb
com uma média de 39 de G+C. Foram identificados 2.853 genes, no entanto 35,3%
ndo se conhecem a fungéo. Classificacdo baseado no antigeno somatico (O) e
flagelar (H), determinou até o momento 16 sorotipos, sendo os tipos 1/2a, 1/2b e 4b
responsaveis por cerca de 30,0% dos casos da doenga nos Estados Unidos.

A viruléncia dos espécimes esta ligada a producdo da listeriolisina O
(FARBER; PETERKIN, 1991), uma hemolisina cuja producdo é estimulada pela
fagocitose. A listeriolisina O se liga ao colesterol da membrana celular promovendo a
sua ruptura. Com isto, o microrganismo escapa dos fagolisossomos, persistindo e
multiplicando-se dentro dos mondcitos ou macréfagos nao imunes (DATTA; WENTZ;
RUSSEL, 1990).

A infeccdo por L. monocytogenes pode ser inaparente ou apresentar as
formas clinicas de meningite e encefalite, aborto ou natimortos e septicemia. Os
recém-nascidos, idosos, imunodeprimidos, mulheres gravidas, portadores de
neoplasias malignas, diabéticos, doentes renais e o0s que utilizam
glicocorticosterdides sdo os mais suscetiveis (CDC, 2005; FARBER; PETERKIN,
1991; THOMAS; OBEIRNE, 2000).

A listeriose é uma zoonose com grande impacto econémico e social. Os
graves surtos que tém ocorrido nas ultimas décadas, associados ao consumo de
alimentos contaminados, atestam a importancia sanitaria de L. monocytogenes
como um dos agentes bacterianos mais estudados nos ultimos vinte anos. Nos
Estados Unidos, estima-se que 2.500 pessoas tornam-se gravemente doentes a
cada ano e, destas, 20% morrem (CDC, 2005).

Sao0 poucos os relatos de casos de listeriose humana no nosso pais € nunca
foram relacionados com alimentos, sendo a doenga subdiagnosticada e
subnotificada (DESTRO 2006). Infeccbes assintomaticas provavelmente ocorram em
todas as idades, embora sejam de importancia apenas na gravidez (SAO PAULO,

2003). Koch e Stark (2006) relatam que na Alemanha a listeriose é uma doenca de
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notificacdo obrigatoria desde 2001 e na Franca a partir de 1999 (GOULET et al.,
2006).

L. monocytogenes em alimentos

Casos de listeriose tém sido associados ao consumo de alimentos como leite
cru ou inadequadamente pasteurizado, queijos, sorvetes, vegetais crus, embutidos
de carne, frango cru e cozido, carne crua e peixes crus ou defumados (VAILLANT et
al., 2001; THAM et al., 2001). Norrung et al. (1999) relataram a habilidade que a
Listeria tem de se desenvolver em temperaturas baixas (3°C), a qual permite sua
multiplicagdo em alimentos refrigerados.

A ampla distribuicdo de L. monocytogenes se deve a capacidade de sobreviver
durante periodos de tempo prolongados em diferentes meios. Por conseguinte os
alimentos podem se contaminar em qualquer etapa da cadeia produtiva e no
armazenamento a frio (TORRES, 2005). Os grupos de alimentos considerados de
maior risco em casos esporadicos e surtos de listeriose sdo os produtos prontos
para consumo, estocados a temperatura de refrigeracdo e com vida de prateleira
longa (THAM et al., 2001). A concentracdo do microrganismo (>1,0x10° UFC.g" ou
mL") também parece ser um fator importante para a manifestagdo da doenca
(ROCOURT; COSSART, 1997).

A contaminacgao por L. monocytogenes pode ocorrer durante o fatiamento ou
embalagem a vacuo de mortadela, manipulacdo de carne fresca e seus produtos o
que propicia a sua multiplicagdo durante a estocagem sob refrigeracdo, estes
estudos foram realizados por Bersot (2001) e Johnson et al. (1990),
respectivamente. Em salames, a ocorréncia de L. monocytogenes decorre da
matéria prima contaminada e sobrevivéncia ao processo tecnoldgico (LATHI et al.,
2001) ou devida a contaminagdo cruzada. Pesquisa realizada em produtos de
carnes de peru, presunto e “pblanquet” inteiros e fatiados verificou auséncia dessa
bactéria nos produtos inteiros e a alta presenca desta nos fatiados, sugerindo uma
manipulagdo inadequada dos produtos no momento do fatiamento e estocagem
(ARAUJO, 2002).

De acordo com Faber e Peterkin (1991) a Listeria sp pode ser isolada de

carcacas em etapas de abate na medida em que os animais sadios e infectados



12

entram em contato. Além dos intestinos dos animais infectados serem um
reservatorio do microrganismo, soma-se a este fato, que o congelamento, a
desidratacao superficial e o resfriamento, ndo afetam a sobrevivéncia da Listeria.

Pesquisa realizada em abatedouro de suinos quanto a presenca de L.
monocytogenes em quatro etapas do abate com o objetivo de subsidiar a
implantacao do sistema APPCC, este patdégeno foi detectado apds as operacdes de
evisceracdo e resfriamento. Isso indica que as carcagas podem ter sido
contaminadas com fezes de animais sadios ou doentes durante ao abate, ou do
proprio ambiente contaminado. Os autores observaram que as temperaturas de
refrigeragdo ndo foram suficientes para evitar o crescimento da L. monocytogenes
(SANTOS et al., 2005).

Silva et al. (2004) afirmam que além da patogenicidade, a L. monocytogenes
possui capacidade de formar biofilmes. Estes microrganismos apresentam alta
capacidade de colonizacdo na superficie de utensilios e equipamentos,
estabelecendo-se dentro das plantas de processamento, e com isto, ha aumento da
probabilidade de contaminacao cruzada e ambiental (JEONG; FANK, 1994). Como a
dose infectante deste microrganismo é ainda desconhecida, alguns paises como 0s
EUA (GILBERT, 1995) e o Brasil (NASCIMENTO; NASCIMENTO, 2000) adotaram a
auséncia de L. monocytogenes como padrao de tolerancia em alguns alimentos
prontos para consumo. Segundo Jay (2005), a ICMSF parece ter concluido que, se
esse microrganismo nao exceder 100 UFC/g de alimento, este pode ser considerado
aceitavel para individuos que néao estdo sob risco (diabéticos, gravidas e etc).

Thayer (2003) realizou estudos com carnes de peru contaminadas com
3,6x10° UFC.g"' de L. monocytogenes ATCC 7644, ATCC 15313, ATCC 43256, e
ATCC 49594, armazenadas a 7°C por 21 dias e submetidas a irradiacdo com 2kGy
(quilograys). O estudo demonstrou que a bactéria ndo foi capaz de sobreviver em
carne crua, mas desenvolveu-se em carne cozida, que mesmo irradiada,
aparentemente proporcionou condigcdes ou nutrientes para a recuperagdo da
bactéria. Pesquisa com presunto Ibérico e Serrano artificialmente inoculado com L.
monocytogenes e submetidos a 450 MPa (milipascal) de pressdo na embalagem por
10 minutos reduziu significativamente a contaminagdo, sem alteracbes nas
caracteristicas sensoriais (MORALES, 2006).

Varios tipos de sanificantes e concentracdes de gases foram testados contra

L. monocytogenes por Porto e Uboldi Eiroa (2006) em alfaces. Eles concluiram que
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o dicloro-isocianurato foi o que apresentou o melhor efeito de redugao com 2,4 ciclos
logaritmos. A concentracdo de gas e as temperaturas de 4°C e 15°C utilizadas nao
foram suficientes para eliminar o microrganismo. Para a higienizacao, sanitizagao de
equipamentos, utensilios e instalagcdes, varios produtos alcalinos sao utilizados.
Giotis, Blair e Mcdowell (2007) estudando a resisténcia a exposicdo ao stress
alcalino com L. monocytogenes e um derivado mutante oB (sigma Beta) observou

mudanga em sua estrutura, efeitos estes importantes quanto a resisténcia.

Identificacdo de L. monocytogenes por meio da técnica de PCR

Os surtos de listeriose tém enfatizado a necessidade urgente de métodos de
detecgao rapida e confiavel, especialmente nos alimentos o que foi evidenciado por
Furrer et al. (1991) em salsichas cozidas e em leite. Eles concluiram que o sistema
de amplificacdo do gene “haemolysin” é muito rapido e confiavel em detrimento dos
métodos convencionais. Além disso, os resultados podem sair em dois dias apos a
data de amostragem, controlando a Listeria nos alimentos e locais de producao,
prevencao e controle da infeccdo humana (NORTON, 2002).

Conforme Guedes et al. (2005) a metodologia convencional utilizada no
diagnéstico da L. monocytogenes presente nos alimentos é longa, trabalhosa e nao
muito sensivel. A Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) € um método de
elevada sensibilidade e especificidade que permite a identificacdo pela amplificacao
in vitro de segmentos do DNA da bactéria. Esta técnica utilizando o primer da
seqliéncia do gene da listeriolisina (hlyA) comprovou ser sensivel e especifica
(PIATTI et. al, 2004). Baldassi et al. (2005) corroboram esse fato ao demonstrarem a
prevaléncia de Listeria spp. em amostras de carne de frango obtidas em
abatedouros.

3.1.5. Fatores de Riscos e Medidas de Controle

A seguranca alimentar é considerada tema importante para a saude publica, e
atualmente é uma prioridade da agenda politica de muitos paises. As razées séo

multiplas, havendo uma forte sensibilizacdo por parte dos consumidores para
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exigéncias quanto a qualidade sensorial e seguranca alimentar. Na garantia da
qualidade a analise dos riscos na cadeia produtiva de alimentos é composta por trés
elementos: a avaliagdo, a gestao e a comunicag¢ao (CAHILL, 2001).

Para minimizar os riscos referentes aos possiveis perigos relacionados a
qualidade dos alimentos, varios setores governamentais de ambito internacional e
nacional tém implementado legislacbes referentes ao assunto, tais como o Codex
Alimentarius; o Regulamento de Inspe¢édo Industrial e Sanitdria de Produtos de
Origem Animal (RIISPOA) e suas portarias complementares. As Portarias 326/97 do
Ministério da Saude e a 368/2000 do Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento que dispde sobre as condigdes higiénico-sanitarias e de Boas
Praticas de Fabricagdo para estabelecimentos produtores e industrializadores de
alimentos. O decreto 40056 de 16 de novembro de 1998 do Instituto Mineiro de
Agropecuaria e o Decreto 6.490/94 do Servico de Inspecao Municipal de Uberlandia
regulamentam sobre a inspecdo e as condigdes sanitarias e higiénicas dos
estabelecimentos e produtos de origem animal, em suas respectivas esferas.

Segundo a Lei 8080 (BRASIL, 1990) varias acbes devem ser realizadas para
diminuir ou prevenir riscos a saude e de intervir nos problemas sanitarios
decorrentes do meio ambiente, da producgao e circulacao de bens e da prestacéao de
servigos. Abrangendo os bens de consumo, compreendendo todas as etapas e
processos que vai da produ¢ao ao consumo e a prestacao de servicos que direta ou
indiretamente se relacionam com a saude. Para tal a preocupagdo com os alimentos
de origem animal comec¢a na producao.

No caso dos bovinos a contaminagdo durante o processamento promove
alteragbes no valor nutricional e nas caracteristicas sensoriais (cor, odor, sabor e
textura). Além disso, etapas como sangria, esfolamento, evisceragdo, corte e
desossa favorecem a colonizagédo dos tecidos por microrganismos deteriorantes e
patogénicos (SENAI, 2000; FRANCO; LANDGRAF, 2003). De acordo com Riedel
(1992); Mendonga e Granada (1999) o indice de contaminagdo pode ser reduzido
quando estas etapas séo realizadas em condi¢cdes higiénicas, de refrigeracao e
armazenamento adequados, com frequiente limpeza e desinfeccao das instalacdes,
equipamentos e utensilios. Uma reducdo do movimento do pessoal, praticas de
higiene corporal, tratamento e fornecimento de agua também contribuem para

diminuir o indice.
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Apesar de fatores como climatizacdo no preparo das carnes e higiene dos
manipuladores serem conhecidos como riscos microbiolégicos aos alimentos, ndo é
conhecido o quanto cada procedimento ou caracteristica particular possa impactar
na qualidade. O conhecimento permite o gerenciamento dos riscos de forma mais

racional, assim como, na eficiente implementagcédo de medidas de controle.

4. MATERIAL E METODOS

As amostras foram adquiridas em agougues e supermercados em uma cidade
de médio porte, da regido sudeste do Brasil, que possui servicos de inspegao
municipal e vigilancia sanitaria. A cidade de Uberlandia-MG possui mais de 600.000
habitantes (PMU, 2008)

As areas de coleta foram determinadas com o auxilio do mapa da cidade e da
divisdo setorial, utilizada pela Secretaria Municipal de Planejamento e Meio
Ambiente (SMPMA). Nos cinco setores (norte, sul, leste, oeste e centro), foram
amostrados randomicamente oito bairros, e em cada um listados os
estabelecimentos que comercializavam carne bovina. Dos estabelecimentos
comerciais, um foi sorteado para aquisicido da amostra de carne moida a ser
analisada.

Adicionalmente a coleta foram listados fatores relacionados as condicdes
higiénicas e considerados como possiveis fatores de risco para a contaminacao da
carne. Os dados da observacdo foram tabulados em um formulario padronizado
(Apéndice A).

A abordagem ao comerciante para aquisicdo das amostras era realizada na
condi¢cao de consumidor, sempre no periodo da manha, entre as oito e dez horas.
Era solicitada a compra de 200g de “musculo dianteiro” bovino, que € a amostragem
minima recomendada na RDC 12/01 (BRASIL, 2001). Na carne acondicionada na
embalagem original era mensurada a temperatura, de acordo com procedimentos
asseépticos, com um termdémetro a laser Instrutherm modelo TI 870. Apds
acondicionamento da amostra em caixa com gelo era solicitado ao comerciante,
autorizacao para realizar um swab na maquina de moer.

O local escolhido para o swab no moedor foi a parte interna da peca de metal,

que geralmente acumula residuos e € de dificil acesso para limpeza. Para coleta, um
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swab estéril, previamente umedecido em agua peptonada 0,1% estéril (AP) e
atritado em toda a superficie interna da peca por duas vezes, no sentido da
esquerda para direita, posteriormente a moagem da carne. Apdés a coleta, era
mergulhado em 9mL de &agua peptonada, e imediatamente transportado ao

laboratério, onde eram efetuadas as analises.

4.1. Avaliacago das Condicoes Fisicas e Higiénico-Sanitarias dos
Estabelecimentos

A avaliagdo de cada estabelecimento amostrado foi realizada com auxilio de
um check-list no momento da compra. Foram avaliados 14 fatores considerados de
risco na contaminagdo microbiana do alimento na area externa e interna do
estabelecimento, na forma de armazenamento da carne (balcées frigorificos), e
apresentagao e habitos higiénicos dos manipuladores.

Cada fator foi avaliado como “satisfatorio” ou “insatisfatorio” e a esta ultima
categoria, foi imputado valores de 1 a 3, de acordo com a menor ou maior
importancia do risco que representavam. O numero 1 correspondeu a itens de
menor importancia e o numero 3 aos fatores considerados de maior importancia. A
somatoria dos valores designados aos fatores “insatisfatérios” foi realizada e o
estabelecimento entao classificado dentro de seis conceitos: excelente, étimo, muito
bom, bom, regular e ruim.

A partir dos numeros obtidos foram montadas tabelas de distribuicdo de
freqliéncias para a comparacao dos resultados (BRAGA, 2007).

4.2. Analises

As 40 amostras de carne moida bovina foram analisadas quantitativamente
para Staphylococcus coagulase positiva, coliformes totais, Escherichia coli, e
qualitativamente, para presenca/auséncia de Salmonella spp, Listeria sp, Listeria

monocytogenes e Campylobacter sp em 25 gramas da amostra.
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Nos swabs realizados na maquina de moer foram quantificadas bactérias
heterotréficas mesofilas, coliformes totais e Escherichia coli. A area delimitada foi o

didmetro interno do moedor.

4.2.1. Analise fisico-quimica

O pH de todas as amostras foi mensurado imediatamente apds a retirada da
aliquota para analise microbiolégica. A mensuragédo foi realizada em pH-metro
(Digimed CD-20) previamente aferido, ap6és homogeneiza¢do de 10g da amostra em
agua destilada (1:10 p/v), por meio da introdugdo do potencibmetro na mistura
carne/agua e leitura direta ap6s cinco minutos no visor do aparelho (TERRA; BRUM,
1988).

4.2.2. Analises microbioldgicas

No laboratério, as amostras foram higienizadas externamente com alcool

etilico a 70% e levadas ao fluxo laminar para analise.

4.2.2.1. Quantificacao de Coliformes Totais e Escherichia coli

Para a quantificacdo, procedeu-se a diluicdo inicial das amostras 1:10,
adicionando assepticamente 25g da carne moida em 225mL de agua peptonada
(marca Biotrace International) 0,1% estéril (APT). A partir desta foram realizadas
diluicbes decimais seriadas em 9mL de APT.

Foram selecionadas para plaqueamento em duplicata, as diluicdes 102, 10
para a carne moida bovina e as diluicdes de 10? 102 e 10 para os swabs. Foi
utilizado para andlise, 0 método enzimatico cromogénico, o sistema Compact dry®.
As andlises e interpretacdo dos resultados foram realizadas conforme
recomendacéo do fabricante, com incubag¢ao a 35°C por 18 a 24 horas (A.O.A.C.,
2004).

Foram contadas as colonias azuis (E. coli) e vermelhas (coliformes totais).

Apds multiplicagao pela reciproca da diluigdo, as colénias azuis foram registradas
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como UFC.g" ou UFC.mL™" (unidades formadoras de colonias por grama ou mililitro)
de E. coli, e a soma das coldnias azuis e vermelhas registradas como UFC.g™" ou

UFC.mL" de coliformes totais.

4.2.2.2. Staphylococcus sp

O mesmo procedimento da diluicdo anterior foi realizado até a diluicdo 10,
sendo escolhidas como diluigbes de trabalho a de 10" e 10 De cada uma, foi
pipetado 0,1mL (correspondente as diluicbes 102 e 1073, respectivamente), e
inoculado em placas de Petri estéreis com Agar Baird-Parker (BP), marca Difco™,
suplementado com emulsdo de gema de ovo e telurito de potédssio. As placas foram
incubadas a 35°C por 48 horas (SILVA et al., 2007).

De cada placa que apresentou crescimento, foram selecionadas col6nias
tipicas e atipicas (minimo de trés coldnias para cada tipo) de SCP para identificagao
(BRASIL, 2003). As colbnias suspeitas foram submetidas as provas de catalase,
coagulase e coloracdao de Gram, e consideradas SCP as que apresentaram reacao

positiva nos trés testes. Os resultados obtidos foram expressos em UFC.g™".

4.2.2.3. Contagem de bactérias mesoéfilas

Os swabs estéreis foram transportados em tubos contendo 9mL de APT
(dgua peptonada) 0,1% estéril. Desta diluicao inicial obtiveram-se as diluicbes de
trabalho 102, 10° e 10™. De cada diluicdo semeou-se 1mL em placas de Petri
estéreis e posteriormente adicionou-se 15mL de Agar Plate Count (PCA), marca
Biotrance International, fundido e resfriado a 45°C, ap6s a homogeneizagdo e
solidificacdo, as mesmas foram incubadas invertidas por 48h a 36°C (SILVA et al.
2007). ApOs a incubacao as colbnias foram contadas e o numero encontrado foi
multiplicado pela reciproca da diluigdo utilizada. Os resultados foram expressos em
UFC/ moedor.
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4.2.2.4. Salmonella sp

Para a deteccdo de Salmonella sp utilizou-se o Salmonella Test Kit da
DupPont ™ Lateral Flow Sistem ™, seguindo o protocolo de 48 horas recomendado
pelo fabricante. Para tal diluiu-se 25g da amostra em 225mL de agua peptonada
tamponada, a qual foi incubada a 36°C/24h. Apéds este periodo transferiu-se 1,0mL
da cultura para 10mL do caldo TT Rajna, o qual foi incubado a 42°C/24h. Em
seguida foi transferido 1,0mL da cultura do TT Rajna para um tubo e mergulhou-se a
fita teste, deixando-a em repouso por 10 minutos, periodo apds o qual foi realizada a
leitura do resultado. O resultado foi considerado positivo quando foi observado o
desenvolvimento de duas linhas avermelhadas na fita teste.

4.2.2.5. Campylobacter sp

O protocolo recomendado pela ISO 10272-1(2006) foi utilizado para a
deteccao de Campylobacter sp. O enriquecimento primario foi realizado em Caldo
Bolton (Oxdide) adicionando-se 25g de carne bovina moida em 225mL do caldo.
Este foi incubado a 37° £1°C / 4-6h em microaerofilia e transferido para 42°C * 4h.
Posteriormente a cultura foi semeada em Agar Charcoal Cefoperazona Desoxilato
(CCDA), com suplemento da mesma marca (Oxdide) e incubada a 42°C/24-48h em
microaerofilia. As colénias presentes foram submetidas a confirmacao por meio da

técnica de coloracao de Gram, morfologia e motilidade ao microscépio.

4.2.2.6. Listeria monocytogenes

A determinagéo para auséncia ou presenca foi realizada de acordo com a ISO
11290-1 (Anbnimo 1997). Para o enriquecimento primario utilizou-se 25g de carne
em 225mL Caldo Demi-Fraser (Difco™) com 50% de suplemento(Difco™) e
incubado por 24 horas/30°C, posteriormente para o enriquecimento secundario
transferiu-se 0,1mL da amostra para 10mL de Caldo Demi-Fraser adicionado de
100% de suplemento e incubado por 48h/35°C + 2h. Seguidamente com o auxilio da

alca de platina a cultura foi semeada em &agar ALOA (Agar Listeria Otaviani e
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Agostini), marca BioCen do Brasil e mantidas em &gar PCA (Agar Plat Count), marca
Bio Premium e incubada de 24-48h/30°C.

As colbnias suspeitas foram submetidas a andlise de PCR para confirmagao.

4.3. Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

O teste de sensibilidade foi realizado de acordo com a técnica de difuséo de
disco proposta por KIRBY-BAUER, recomendada pelo National Commitee for
Clinical Laboratory Standards. Uma suspensao das bactérias em estudo foi ajustada
em solugdo estéril salina e comparada com o padrdao de turbidez da escala
nefélometrica 0,5 de Mc Farland (CLSI, 2003), o que corresponde a 1,5x10°
bactérias/mL. Logo em seguida semeou-se em placas de cultivo contendo Agar
Muller Hinton Oxoide com pH 7,2-7,4 utilizando-se para isto um swab. Com uma
pinca estéril aplicou-se os discos Polisensidisc DME especial impregnados
contendo: penicilina 10U, tetraciclina 30mg, oxacilina 1mg, amicanina 30ug
ciprofloxacina 5ug, clindamicina 2ug e sulfazotrim 25ug. Apdés incubacao das placas
a 37°C por 18 a 20h, cada halo de inibicdo foi lido com régua milimetrada e as
bactérias testadas foram consideradas resistentes, para halos menores que 10 mm
para oxacilina, <14mm para tetraciclina, amicacina, e clindamicina, £ 12 mm para

sulfazotrim, <15mm para ciprofloxacina e <19mm para penicilina.

4.4. Técnica do PCR para identificacao de L. monocytogenes

Para a obtengdo do DNA gendmico, de Listeria Monocytogenes foi realizado o
seguinte procedimento: foram retiradas de uma a trés coldnias individualizadas de
cada placa contendo o meio PCA (Plate Count Agar) e diluida(s) em 200uL de agua
mili-Q,. Em seguida a solucéo (bactéria+agua) foi submetida a temperatura de 100°C
por 10 minutos para lise da parede da bactéria para ser utilizada posteriormente na
reacao de PCR.

A reacao de PCR foi otimizada para um volume final de 20uL, contendo 5uL
de DNA (bactéria+agua, descrito anteriormente), PCR buffer 10X; 50mM MgCl,,

10mM de dNTPs, 1U da enzima Taq DNA polimerase, 10pmol de primers (senso e
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anti-senso) e agua estéril para completar o volume da reacdo. As seqliiéncias dos
primers utilizados sao: senso (5 CAT TAG TGC AAA GAT GGA ATG 3’) e anti-
senso (5 GTA TCC TCC AGA GTC GA 3’) que amplificam um fragmento de 730 pb
do gene da listeriolisina (hlyA), descritos por Blais, Phillippe et al. (1995).

A amplificagédo das amostras foi realizada em termociclador PTC-100 da MJ
Research, Inc. de acordo com o programa: um passo inicial a 80°C por 10 minutos,
seguido de outro a 94°C por trés e 34 ciclos a 94°C por um minuto, 55°C por um
minuto e 72°C por dois minutos; um Uultimo passo para garantir a extensado a 72°C
por dois minutos. Como controle negativo foi utilizado agua sem a presenca do alvo
(DNA).

A deteccdo dos amplicons foi realizada por eletroforese em gel de agarose
1,5% corado com brometo de etidio (5mg/mL) em tampao TBE 0,5X (tris; acido
borico e EDTA 0,5M pH 8,0), utilizou-se o0 marcador molecular de 100pb DNA ladder
e visualizado por sistema de video documentacao ImageMaster VDS, Pharmacia
Biotech.

4.5. Técnica do RT- PCR para identificacao de Listeria sp

A coldnias suspeitas de pertencerem ao género Listeria foram identificadas no
sistema de PCR automatizado BAX® System da DuPont. A técnica utilizada foi o
RT-PCR (transcriptase reversa), € o protocolo realizado conforme recomendacgao do
fabricante. A colbnia suspeita foi repicada em caldo BHI (infusdo de cérebro de
coracao), e incubada a 30°C por 24 horas. Apos, foi diluida (1:10) em agua
peptonada, e desta solucdo, 0,1imL foi adicionado aos tubos com meio de
recuperacao que acompanha o kit, e incubado a 30°C+1°C por 4 horas. Em paralelo,
0,1mL desta solugéo foi estriada em agar nutriente para comprovar a viabilidade da
cepa.

Para analise no BAX System, 1mL da cultura foi adicionada a 50uL do agente |, e
adicionado 20uL do agente Il. A mistura foi homogeneizada em vortex e incubada a
37°C+1°C por 35 minutos. Apos incubacédo, 10uL foi pipetada em 200uL do tampao,
e apdés homogeneizagdo em vortex, 30uL foi transferido para os tubos de PCR,
tampados com as tampas Opticas e levados ao termociclador. O DNA amplificado

gera um sinal fluorescente que é interpretado pelo sistema e os resultados como
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simbolos positivos ou negativos e na forma de graficos sdo visualizados na tela do
computador ao final de até 3 horas. No gréfico as curvas de fusdo de controle
interno sdo representadas por um primeiro pico na faixa 78°C - 80°C e a positividade
das amostras é evidenciada por uma segunda curva de fusdo em 80°C - 85°C
(USER’'S GUID,2000).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Praticas de higiene inadequadas na obteng¢ao da matéria prima, no transporte,
armazenamento, comercializagdo e manipulagdo dos alimentos, assim como, a
presenca de manipuladores portadores assintomaticos de bactérias como
Salmonella spp, Staphylococus aureus e E. coli podem resultar em sérios problemas
para a saude publica (SILVA, 2000, GERMANO; GERMANO, 2003).

A estocagem e a manipulagdo dos produtos carneos nos estabelecimentos
varejistas podem apresentar situagdes que possibilitam a introducdo ou o aumento
de perigos nos alimentos, em especial os de origem biolégica. Sdo comuns
toxinfeccdes alimentares que tiveram origem nestas etapas, especialmente devido a
manipulagdo incorreta e a deficiéncia na temperatura de armazenamento dos
produtos (SIGARINI, 2004).

Neste estudo, a avaliacdo do check list sobre as condicbes de risco
observadas nos estabelecimentos varejistas de carnes amostrados, demonstrou que
100% mantinham as carnes sob refrigeragdo em balcées frigorificos. Entretanto, foi
verificado um excesso de produtos distribuidos no interior dos mesmos, fator que
pode favorecer a contaminagao cruzada. A afericdo das temperaturas das amostras
indicou em somente 2,5% (1/40), temperatura inferior a 4°C, que € a recomendada
pela (BRASIL, 2003; BRASIL, 2004). Esses resultados s&o similares aos obtidos por
Porter (2002) o qual avaliou 80 amostras em agougues do sul do Rio de Janeiro
constatando que 66,53% também se apresentavam superiores a estabelecida pela
portaria 304 do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 1996),
na qual dispée que a temperatura maxima de recepgao da carne bovina no comércio
varejista é 7°C. As temperaturas mensuradas no momento da coleta, das amostras

dos diferentes estabelecimentos podem ser observadas na Tabela 1.
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A analise de variancia mostrou que ha diferencga significativa entre os setores.
O teste de médias (teste de Tukey) mostra que estatisticamente ndo ha diferenca
significativa entre centro, leste e sul e também entre norte e oeste, mas ha diferenca
entre os dois grupos formados. A maior diferenca (P<0,01) verificada foi entre as
temperaturas médias das carnes coletadas nos setores Oeste e Centro (8,62),

sendo que o primeiro apresentou as maiores temperaturas por amostra.

Tabela 1 - Temperatura das amostras de carne moida bovina no momento da coleta, em
estabelecimentos varejistas de diferentes setores geograficos da cidade de Uberlandia-MG, durante os
meses de janeiro a margo de 2008.

Amostra TEMPERATURAS (°C)
Setor Norte Sul Leste Oeste Centro

1 15,8 16,5 12 21,5 15,4
2 20 10,5 18,1 23,2 3,9
3 19,1 12,2 11,5 17,3 11,8
4 22,7 9,6 17,2 17,7 11,8
5 15,8 12,8 10,5 24 18,8
6 14,3 17,1 10,8 20,2 12,1
7 17,8 16,2 10,5 23 15,8
8 24,3 14,3 15,8 22,6 13,6

MEDIA 18,7+3,61° 13,6+2,91" 13,3+3,31" 19,9+2,69° 12,9+4,43"

MINIMA 14,3 9,6 10,5 17,3 3,9

MAXIMA 24,3 17,1 18,1 23,2 18,8

Médias de temperaturas seguidas de mesma letra A nao diferem entre si pelo teste de tukey.

Elevadas temperaturas nas carnes armazenadas podem indicar ineficiéncia
de funcionamento dos equipamentos (MURMANN, 2005), ou excesso de produtos
no interior dos balcdes, fato que foi observado neste estudo. Isso dificulta uma
circulacdo de ar homogénea, e conseqlentemente, resulta em deficiéncia na
distribuicdo do frio. A temperatura inadequada na manutencdo da carne pode
acontecer em toda cadeia de frio, desde o resfriamento das carcacgas logo apds o
abate, continuando no transporte e manipulacdo, refletindo na temperatura de
exposicao dos cortes para a venda (ROCA, 2000). O autor recomenda que o
armazenamento de carnes em temperatura adequada seja indispensavel para
garantir uma maior vida de prateleira. Mesmo apés inspeg¢do de acordo com as
técnicas mais modernas, quando a temperatura € elevada pode haver perdas

significativas na qualidade dos cortes em razdo da estocagem.
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O pH medido nas amostras de carnes mostrou variacao de 5,5 a 6,6. Estes
extremos foram determinados em amostras coletadas em estabelecimentos
localizados nos setores Oeste e Leste respectivamente. O pH no musculo do animal
vivo é de aproximadamente 7,0. Na carne fresca, segundo diferentes autores ha
variagdes aceitaveis: PRICE; SCHWIGERT (1975) citam valores entre 5,3 e 6,5;
FORREST et al. (1979) entre 5,3 e 5,6 e LUCHIARI (2000) indica valores entre 5,6 e
5,8. Neste estudo 97,7% das amostras apresentavam pH dentro das faixas
recomendadas por esses autores. Os valores de pH mensurados por setor
amostrado estédo dispostos na Figura 1.
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Figura 1 - pH da carne moida bovina, em estabelecimentos varejistas de diferentes setores
geograficos da cidade de Uberlandia-MG, durante os meses de janeiro a margo de 2008.

Os coliformes totais e termotolerantes sao os microrganismos mais utilizados
como bioindicadores em alimentos. A Escherichia coli é considerada a espécie mais
adequada para avaliar a contaminacao fecal, enquanto que a presenca e numero de
coliformes totais indicam as condi¢des higiénicas (SILVA et al., 2007). A legislacao
brasileira para alimentos comercializados (RDC n° 12/2001), nao preconiza
parametros para contagens destes microrganismos em carne bovina in natura
(BRASIL, 2001), entretanto optou-se neste estudo pela verificacdo dos mesmos
objetivando avaliar as condigdes higiénico-sanitarias do produto, dos equipamentos
e da manipulagéo.

Todas as amostras analisadas apresentaram contagens para coliformes
totais. Destas, 57,5% variaram entre 102 a 10° UFC.g"', sendo a maior incidéncia
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proveniente do setor central, o qual apresentou todas as amostras nesta faixa.
Somente uma amostra teve contagem maior que 10° UFC.g™", sendo est4 advinda
do setor leste (Tabela 2). Segundo Oliveira, Nascimento e Fiorini (2002) as altas
contagens de coliformes podem causar problemas ao consumidor. Os resultados
encontrados neste estudo foram maiores (70%) para contagens até 10* UFC.g', e
menores (2,5%) para contagens acima de 10° UFC.g™", em comparagdo aos valores
obtidos por Pigatto e Barros (2003), que encontraram 13,3% abaixo de 10* e 86,6%
acima de 10° UFC.g™" analisando 60 amostras de carne moida de agougues em
Curitiba PR. Os referidos autores sugerem que tais contagens sdo consequentes de
ma manipulagao.

Alta contagem de coliformes totais ndo € necessariamente indicativa de
perigo para a saude. Porém, sinaliza para inadequagdo quanto aos processos de
manipulagdo, higienizagdo ou quebra na cadeia de frio e o possivel encontro de
patégenos (ROCA, 2000; GERMANO; GERMANO, 2001). Isso esta em acordo com
o observado no setor Oeste, que apresentou uma distribuicdo de E. coli muito

semelhante a contagem de coliformes totais.

Tabela 2 - Freqiiéncia de distribuicdo por intervalo de contagem (UFC.g™") de coliformes totais em
carne moida coletada em estabelecimentos varejistas de diferentes setores geograficos da cidade
de Uberlandia-MG, durante os meses de janeiro a margo de 2008.

UFC.g™ COLIFORMES TOTAIS
Setor Norte Sul Leste Oeste Centro Total (%)

10%} 10° 3 5 3 5 0 16 (40,0)
10° } 10* 3 1 4 1 3 12 (30,0)
10* F10° 2 2 0 2 5 11 (27.,5)
10° F10° 0 0 1 0 0 1(2,5)

Total 8 8 8 8 8 40 (100)

Todas as amostras apresentaram contagem para E. coli, resultados similares
foram obtidos Silva, Sousa e Sousa (2004) na cidade de Jodo Pessoa — PB em
carne moida comercializada em supermercados, acougues e feiras livres. A
distribuicao entre os diferentes setores para contagem de E. coli foram semelhantes
entre o intervalo de <102 a 10* UFC.g"'. Somente duas amostras, uma proveniente
do setor norte e outra do sul apresentaram contagens superiores a 10* UFC.g™
(Tabela 3).
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Tabela 3 - FreqUéncia de distribuigdo por intervalo de contagem (UFC.g'1) de E. coli em carne moida
coletada em estabelecimentos varejistas de diferentes setores geograficos da cidade de Uberlandia-
MG, durante os meses de janeiro a margo de 2008.

UFC.g” Escherichia coli
Setor Norte Sul Leste Oeste Centro Total (%)
<10° 2 3 6 3 6 20 (50,0)
10°} 10° 3 2 2 3 1 11(27,5)
10° F10* 2 2 0 2 1 7 (17,5)
10* F10° 1 1 0 0 0 2 (5,0)
Total 8 8 8 8 8 40 (100)

Petri, Antunes e Saridakis (1989) avaliando 193 amostras de carne moida e
quibe cru encontraram 93,78% de E. coli, sendo que 8,84% apresentaram algum
sorogrupo de EPEC (E.coli enteropatogénica). Das amostras de carne moida em
7,2% foram evidenciados os sorogrupos 026, O19 e O125. A presenga de E. coliem
alimentos indica que houve contato recente com material fecal, e pode estar
associada a presenca de diferentes microrganismos patogénicos que oferecem
riscos, como a Shigella, Vibrio e Salmonella (JAY, 2005).

A maioria das pesquisas realizadas para determinacdo de bioindicadores
utiliza-se de metodologias tradicionais, entretanto, devido a necessidade por
resultados mais rapidos, métodos alternativos vem sendo utilizados. Casarotti, Paula
e Rossi (2008) comparando a metodologia tradicional com o sistema Compact dry®
em carne moida bovina, demonstraram que os métodos sado equivalentes. Por
serem mais simples e praticos podem ser usados como alternativas viaveis sem
comprometer a confiabilidade e a sensibilidade.

Apesar da Salmonella sp ser um dos microrganismos mais incriminados na
contaminagéo da carne bovina, segundo Jay (2005) esta ndo representa a principal
fonte de disseminagédo deste microrganismo, e sim, os produtos de origem avicola e
suinicola. Concordando com esta afirmativa em nenhuma das amostras analisadas
foi detectada sua presenca, portanto, foram consideradas satisfatérias segundo a
RDC 12/2001 (BRASIL, 2001).

No presente estudo, somente uma amostra (2,5%) acusou a presenca de
Staphylococcus coagulase positiva, com contagem de 3,1x10* UFC.g", sendo esta
procedente do setor Leste. Porém, 97,5% (39/40) apresentaram contagens para

Staphylococcus coagulase negativa - SCN, com contagens variando de 102 UFC.g™
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a 10*UFC.g". O setor norte foi a regido que apresentou maior niimero de amostras

com altas contagens (Tabela 4).

Tabela 4 - Freqiiéncia de distribuicdo por intervalo de contagem (UFC.g'1) de Staphylococcus sp. em
carne moida coletada em estabelecimentos varejistas de diferentes setores geogréaficos da cidade de
Uberlandia-MG, durante os meses de janeiro a margo de 2008.

UFC.g” Staphylococcus sp.
Setor Norte Sul Leste Oeste Centro Total (%)
10°F 10° 0 5 0 4 1 10 (25,0)
10°} 10* 3 3 7 4 4 21(52,5)
10*F10° 2 0 1 0 3 6 (15,0)
10°F 10° 3 0 0 0 0 3(7.,5)
Total 8 8 8 8 8 40 (100)

Kloos e Schleifer (1975) afirmam que espécimes de SCP séo produtoras de
uma série de enzimas e toxinas frequientemente implicadas na etiologia de
intoxicagbes alimentares no homem. A maioria dessas é produzida no alimento em
quantidades suficientes para causar toxinfeccdo, quando as contagens do
microrganismo s&o maiores ou iguais a 10° a 10° UFC.mL™" (SU; WONG, 1997); 10*
a 10® UFC.g" (CARMO; BERGDOLL, 1990); ou até 10° UFC.g" (CARMO et al.,
2002). O numero minimo de microrganismos é dependente do espécime envolvido,
das condi¢cdes intrinsecas do alimento, e das relacionadas ao ambiente.
Considerando que o crescimento e producado de toxinas estafilococicas encontram-
se na faixa de pH de 4,2 e 9,3 e atividade de agua minima de 0,85 (SILVA et al.,
2007), a amostra proveniente do setor Leste pode causar risco ao consumidor.

Nao existe padrao na legislacao brasileira para contagens de Staphylococcus
sp em carne moida. Apesar de usualmente, SCN ndo constituirem objeto de
importancia na epidemiologia das intoxicacdes estafilocécicas, pesquisas alertam
sobre a necessidade de averiguagao sobre a patogenia de espécies nao produtoras
de coagulase (PEREIRA; CARMO; PEREIRA, 2001). Xavier e Joel (2003) avaliaram
carne bovina e confirmaram que 100% das amostras foram confirmadas para
Staphylococcus sp. Altas contagens de SCN também foram observadas por Braga
(2007) ao se avaliar massas cruas de quibe, que contém a carne moida bovina
como ingrediente. O autor encontrou contagens variando de 10* a 10° UFC.g™,
porém em um maior numero de amostras (71%), que as observadas neste estudo
(22,5%).



28

Estudos tém demonstrado que alguns espécimes de SCN também possuem a
capacidade de produzir enterotoxina em meio de cultivo laboratorial (NANU;
NARAYAN, 1992; VERNOZY-ROZAND et al., 1996; LI,CHENG, 1997). Dessa forma,
a presenca de SCN em altas contagens, como as determinadas em algumas
amostras deste estudo, pode representar risco de ingestao de enterotoxinas.

A contagem de bactérias mesoéfilas € utilizada como indicador geral de
populagcées bacterianas em alimentos e superficies, avaliando a qualidade do
produto, praticas de manufatura, das matérias primas, condicées de processamento,
manipulagdo e vida de prateleira (SILVA et al., 2007). Os resultados das contagens
de mesofilos realizadas nos moedores evidenciaram que 35% (14/40) dos
equipamentos amostrados apresentaram contagens maiores que 10”7 UFC (Tabela
5). Desses, 100% foram provenientes do setor Norte, evidenciando deficiéncia na
higienizacdo dos mesmos.

Tabela 5 - Frequéncia de distribuigdo por intervalo de contagem (UFC/moedor) para meséfilos em

maquina de moer carne em estabelecimentos varejistas de diferentes setores geogréaficos da cidade
de Uberlandia-MG, durante os meses de janeiro a margo de 2008.

UFC/moed MESOFILOS
Setor Norte Sul Leste Oeste Centro Total (%)

10* F10° 0 0 0 0 2 2 (5)

10° }-10° 0 0 2 4 1 7(17,5)

10° |10’ 0 5 4 3 5 17(42,5)
> 10’ 8 3 2 1 0 14 (35)
Total 8 8 8 8 8 40 (100)

As contagens de coliformes totais realizadas nos equipamentos
demonstraram que 37,5% das maquinas apresentaram contagens acima de 10° UFC
(Tabela 6). O setor norte apresentou 100% das coletas com estas contagens,

coincidindo com os resultados das contagens de mesofilos.
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Tabela 6 - Freqliéncia de distribuigao por intervalo de contagem (UFC/moedor) de coliformes totais
em maquina de moer em estabelecimentos varejistas de diferentes setores geograficos da cidade
de Uberlandia-MG, durante os meses de janeiro a margo de 2008.

UFC/moedor COLIFORMES TOTAIS

Setor Norte Sul Leste Oeste Centro Total (%)
10°F10° 0 0 0 3 1 4 (10)
10° | 10 0 0 0 0 1 1(2,5)
10* F10° 0 1 4 5 2 12 (30)
10° | 10° 0 4 2 0 2 8 (20)
> 10° 8 3 2 0 2 15 (37,5)
Total 8 8 8 8 8 40 (100)

As condicdes higiénicas dos acougues nem sempre sao satisfatorias,
podendo apresentar contaminag&o por coliformes, proveniente dos operadores no
manuseio, matéria-prima contaminada, ou por limpeza deficiente dos equipamentos
(MENDONGA; GRANADA, 1999).

Todas as amostras provenientes dos equipamentos foram positivas para E.
coli, sendo 50% (20/40) com contagens acima de 10* UFC/moedor (Tabela 7). Parte
da carga microbiana possivelmente foi transferida para a carne no momento da

moagem, influenciando nas contagens obtidas.

Tabela 7 - Frequéncia de distribuicdo por intervalo de contagem (UFC/moedor) de E. coli em
maquina de moer em estabelecimentos varejistas de diferentes setores geograficos da cidade de
Uberlandia-MG, durante os meses de janeiro a margo de 2008.

UFC/moe E. coli
Setor Norte Sul Leste Oeste Centro Total (%)

<10? 0 1 0 0 6 7 (17,5)
10°} 10° 0 0 5 0 1 6 (15,0)
10° } 10* 4 1 1 0 1 7 (17,5)
10* } 10° 0 4 2 4 0 10 (25,0)
10° L 108 4 2 0 4 0 10 (25,0)

Total 8 8 8 8 8 40 (100)

Em relacdo a area interna dos estabelecimentos visitados, todos
apresentaram boas condicdes de infra-estrutura de acordo com o chek-list aplicado
(Apéndice 1). Porém, a conservagdo de equipamentos e utensilios foi considerada
insatisfatéria em 60% e 65% dos estabelecimentos, respectivamente (Figura 2).

Considerando o item “apresentacdo pessoal” do fator manipuladores, em
72,5% dos estabelecimentos foram encontradas irregularidades quanto ao uso de
adornos, presenga de barba, unhas cortadas e esmaltadas, e uniformes incompletos
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e sujos. Desses, cinco agougues, situados no setor Oeste, apresentaram-se em

conformidade para tal atributo avaliado.

& Hig.equipamentos

m Hig.utensilios

O Hig. Balcoes
O Armazenamento

i Apresentagao pessoal

Ne¢ de estabelecimentos insatisfatérios
N~

(98]
Il
CECE A A e

Norte Sul Leste Oeste Centro
Setores

Figura 2 — Numero de estabelecimentos por setores, considerados insatisfatérios para
fatores de maior importancia de risco (I=3) para contaminagédo de carne moida bovina
comercializada no periodo de janeiro a margo de 2008 na cidade de Uberlandia-MG.

Os setores norte e sul apresentaram condi¢des insatisfatérias quanto ao item
manipuladores em 75,0% e 87,5% dos estabelecimentos, respectivamente. Também
tiveram contagens de bactérias meséfilas nos equipamentos superiores a 10°UFC, e
maior numero de amostras com altas contagens de coliformes totais.
Provavelmente, estas altas contagens sdo consequentes do desacordo observado,
ja que as caracteristicas avaliadas propiciam ambientes favoraveis a colonizacao e
multiplicag&o de microrganismos, e sua posterior transferéncia a carne.

Os conceitos atribuidos aos estabelecimentos amostrados conforme o check
list realizado podem ser visualizados na Tabela 8. Dos 40 avaliados, 2,5% (1/40) foi
classificado como: “excelente”,15% (6/40), “Otimo”, 27,5% (11/40), “Muito bom”,
42.5% (17/40), “Bom” e 10% (4/40) como “Regular’. Nenhum estabelecimento foi
considerado como “Ruim”. Estes conceitos sdo semelhantes aos obtidos por Braga
(2007), que utilizou a mesma classificagdo para avaliar estabelecimentos que

comercializavam massa de quibe, na mesma cidade.
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Tabela 8 Conceitos obtidos, quanto as condigbes higiénico-sanitarias, pelos estabelecimentos que
comercializam carne moida em de diferentes setores geograficos da cidade de Uberlandia-MG,
durante os meses de janeiro a margo de 2008.

Conceito Total
Norte Sul Leste Oeste Centro N/(%)
Setor

Excelente 1 0 0 0 0 1(2,5)
Otimo 1 1 0 2 2 6 (15,0)
Muito Bom 0 3 3 3 2 11 (27,5)
Bom 5 3 4 1 4 17 (42,5)
Regular 1 1 1 2 0 5(12,5)
Ruim 0 0 0 0 0 0
Total (N) 8 8 8 8 8 40 (100)

O setor Norte apresentou o Unico estabelecimento classificado como
excelente. Este estabelecimento funciona como agougue e distribuidor, possui
responsavel técnico, e esta registrado no Servigo de Inspecdo Municipal. Porém, os
resultados das analises realizadas neste estabelecimento, ndo demonstraram
melhor qualidade microbiol6gica, quando foram comparadas as realizadas nos
estabelecimentos que receberam menor conceito.

As pesquisas publicadas sobre incidéncia ou prevaléncia de Campylobacter
em alimentos sdo em sua maioria, realizadas em alimentos de origem Lactea e
avicola. Kramer et al. (2000) pesquisaram a prevaléncia de Campylobacter jejuni e
C. coliem carne fresca bovina e de frango, figado suino, e em isolados de humanos,
e detectaram que 73,2% das 489 amostras examinadas estavam contaminadas. A
carne de frango exibiu a mais elevada taxa de contaminacao (83,3%), seguida da
carne ovina (72,9%), suina (71,7%) e bovina (54,2%). C. jejuni predominou em carne
de frango (77,3%), ovina (75%) e em figado bovino (49%). Dos isolados humanos,
89,3% foram identificados como C. jejunie 10,7% de C. coli.

Nas carnes moidas bovinas analisadas neste estudo, a presenca de
Campylobacter sp foi detectada em 32,5% (13/40) das amostras, porcentagem
ligeiramente inferior a incidéncia determinada em carne bovina fresca por Kramer et
al. (2000). Tosin e Machado (1995) atribuem a contaminagdo de alimentos por
Campylobacter a matéria prima e/ou manipuladores assintomaticos. Provavelmente,
esta é também, a causa da contaminacao das carnes moidas analisadas.

Segundo Eifert et al. (2000) o crescimento de Campylobacter nao é
observado em pH inferior a 5,1, além disso, Germano e Germano (2003) citam que o

mesmo sobrevive melhor em alimentos refrigerados do que nos congelados e em
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atividade de agua maiores do que 0,97 (SENAI, 2000), condicbes estas observadas
neste estudo. Esses mesmos autores mencionam que as ingestdes de 500 a 800
células bacterianas sao suficientes para causar doenca. Entretanto a prevencéo da
possivel patologia pode ser realizada por meio de aquecimento a temperaturas
acima de 50°C (FORSYTHE, 2002; GERMANO; GERMANO, 2003; SENAI, 2000).

O agar de cultivo diferencial Otaviani e Agostini (ALOA) utilizado para o
isolamento de Listeria monocytogenes mostrou-se adequado para identificagdo do
género, porém nao da espécie. Coldnias tipicas, azul-esverdeadas rodeadas por um
halo de lipdlise ndo foram confirmadas como L. monocytogenes na analise de PCR.
Porém, foram identificadas pelo RT-PCR (transcriptase reversa) como pertencentes
ao género Listeria em 95% (38/40) dos casos. A Figura 3b esta demonstrando a
amplificacdo do DNA na temperatura de anelamento caracteristica do género,
portanto positiva e a figura 3a de uma amostra negativa. Das amostras identificadas
como do género Listeria pelo RT-PCR, 15,8% (6/38) foram confirmadas como L.

monocytogenes pela técnica do PCR (Figura 4).

]%\_/\_/
ki : T B D 5 q 5 \TNVPE_‘ 95T ¢
3a - Negativo 3b - Positivo para Listeria sp (85-90°C)

Figura 3 a- bTemperatura de anelamento caracteristico do género Listeria utilizando a técnica RT-
PCR
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I ol ) S
Figura 4 - Reagao de PCR. MM - Marcador molecular; CP - Controle positivo; AP -
amostra positiva.

Os resultados obtidos sdo parecidos com os encontrados por Sireli e Erol
(1999) em amostras de carne moida bovina na qual a incidéncia de Listeria spp, foi
de 97% e de L. monocytogenes 28%. Yucel et al. (2005) também evidenciaram uma
alta ocorréncia de Listeria spp. em carne moida crua (86,4%) e Mantilla et al. (2007)
detectou que 50% (15/30) apresentaram contaminagao por Listeria spp sendo duas
(6,7%) positivas para L. monocytogenes.

Apesar de nao ter sido realizado neste trabalho a pesquisa de Listeria sp em
equipamentos, estudos demonstram a capacidade deste microrganismo de se aderir
e multiplicar em varias superficies, formando biofilmes resistentes a agentes de
desinfeccdo (BARROS et al. 2007b). Considerando as altas inadequagbes
observadas quanto a higiene e conservacao dos equipamentos e utensilios, pode-se
sugerir possivel formagédo de biofilme proporcionando a contaminagédo cruzada da
carne moida analisada.

Partindo-se da relevancia da listeriose em salde publica e da gravidade da
manifestacdo clinica, fazem-se necessario uso adequado de agentes
antimicrobianos, a fim de se combater afeccées causadas por tal agente. Entretanto,
€ importante se considerar a resisténcia das bactérias aos agentes antimicrobianos,
de modo que se possa utilizar um antibiético adequado. Dessa forma, esta
representada na Tabela 10 o teste de sensibilidade antimicrobiana realizado para
Listeria sp e L. monocytogenes.
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Tabela 10 - Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos determinados para espécimes de Listeria sp e
Listeria monocytogenes isolados de carne moida bovina coletada em estabelecimentos comerciais de
Uberlandia-MG, entre janeiro a margo de 2008.

Listeria sp Listeria monocytogenes

Antimicrobianos “R (%) 1 (%) *S (%) “R (%) 1 (%) *S (%)
Oxacilina 29 (90,6) 0 3(9,37) 5 (83,33) 0 1 (16,66)
Tetraciclina 6 (18,75) 1(3,12) 25 (78,12) 1(16,66) 0 5 (83,33)
Penicilina 12 (37,5) 0 20 (62,5) 0 0 6 (100,00)
Amicacina 7(21,87) 0 22 (68,75) 1(16,66) 0 5 (83,33)
Ciprofloxacina 1(3,12) 4 (12,5) 28 (87,5) 0 0 6 (100,00)
Clindamicina 28 (87,5) 2 (6,24) 2 (6,24) 3 (50) 2(33,33) 1(16,66)
Sulfazotrim 10 (31,2) 1(3,12) 21(65,62) 0 0 6 (100,00)

* R — Resistente; | — Intermediaria; S — Sensivel.

Segundo Roberts et al (1996) o género Listeria apresenta susceptibilidade
uniforme aos antimicrobianos utilizados contra bactérias Gram positivas. Alguns
autores citam que Listeria pode ser refrataria aos mecanismos bactericidas de
muitos antimicrobianos, por ser intracelular e usar esse mecanismo para multiplicar-
se e proteger-se (CRESPO, 2003).

O resultado do antibiograma realizado apresentou que 90,6% de Listeria sp
eram resistentes a oxacilina, 87,5% a clindamicina e 37,5% a penicilina. Os
antimicrobianos mais efetivos quanto a inibicdo do crescimento foram ciprofloxacina
(87,5%) e tetraciclina (78,12%). Dos seis espécimes encontrados de
L.monocytogenes, 83,3% apresentaram resisténcia a oxacilina, 50% a clindamicina,
e 100% mostrou-se sensivel a penicilina, ciprofloxacina e sulfazotrim. Este resultado
€ inferior ao encontrado por Kasnowski (2004) em carne bovina (alcatra) inteira e
moida, a qual encontrou 81,25% de resisténcia a clindamicina e 100% a oxacilina e
penicilina.

Considerando a alta incidéncia de Listeria sp encontrada nessa pesquisa,
sugere-se estudos mais aprofundados sobre a possivel inclusédgo de tal
microrganismo na legislagdo brasileira vigente referente a padrdes de qualidade
microbiolégica de alimentos, com o objetivo de se ter um maior controle e

monitoramento dos produtos.
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6. CONCLUSAO

- A carne moida comercializada na cidade de Uberlandia oferece risco ao
consumidor por apresentar elevadas contagens de bioindicadores, e presenca de
patégenos causadores de doengas alimentares. Independente do setor geografico.

- As contagens dos bioindicadores coliformes totais e E. coli estavam elevadas em
todas as amostras de carne e nos moedores, indicando condi¢goes higiénicas
insatisfatérias. A presenca de Listeria sp em 95% das amostras confirma o problema
sanitario.

- Embora os estabelecimentos avaliados de acordo com a lista de verificagdo
tenham sido avaliados em 85% entre étimo, muito bom e bom, as altas contagens de
bioindicadores reforcam a necessidade de melhoria nas praticas higiénicas dos
estabelecimentos e seus manipuladores.

- A utilizagdo das técnicas moleculares, RT-PCR e PCR mostraram-se eficientes e
rapidas para a identificacdo de Listeria sp e L. monocytogenes, A rapidez e
confiabilidade dos testes diminuem etapas realizadas nos métodos tradicionais, e
permite 0 emprego de medidas preventivas e corretivas de forma mais eficientes.

- Nao ha padrées microbiologicos na RDC 12 de 02/01/2001 para patégenos
alimentares como a Listeria monocytogenes e Campylobacter sp na carne moida.
Isto dificulta conhecer o real perigo que estes alimentos representam aos
consumidores, ja que de forma geral, somente 0s microrganismos para 0s quais
existem padrbes sdo regularmente analisados. Adicionalmente, sem padrdes, ha
dificuldade para decidir o destino dos produtos em que a contaminacado é
comprovada. Assim, consideramos que € necessaria uma revisdo da legislagao

vigente.
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APENDICE. A.-. Check-list dos estabelecimentos amostrados.

SETOR:

Area Externa

01- Organizagao (auséncia |I=1 |S I=1 |S I=1 |S I=1 |S I=1
de residuos e objetos
estranhos)

Area Interna

02- Organizagao (auséncia |l=1 |S I=1 |S I=1 |S I=1 |S =1
de residuos e objetos
estranhos)

03- Higiene e conservagéo | =3 =3 =3

de equipamentos

04- Higiene e conservagéo | =3 =3 =3

de utensilios

05- Paredes, teto, piso |I[=2 =2 =2

(higiene e conservagao)

06-Climatizacao I=1
(ventiladores, exaustores)

07- lluminacdo adequada e | I=1
protegado de lampadas

08- Presenca de insetos, |[=2
roedores e outros

0N m O»m O»m O»w o»m ow

(D(D(D(IID(DUJ(D

(D(D(D(IID(DUJ(D

(D(D(Di(l)(ﬂ(l)
T

09- Balcoes frigorificos | [=3
(higiene, conservacao,
excesso de produtos)

N O O O”O O O»w ow

Armazenamento

10-Mantido sob [I1=3 |S =3 |S =3 |S =3 |S =3
refrigeracéo

Manipuladores

11- Apresentagao pessoal |1=3 |S I=3 |S =3 |S =3 | S =3
(barbeado, uso de
adornos, unhas curtas e
limpas)

12-  Uniformes (jaleco,|1=2 |S I=2 |S =2 |S =2 |S =2
avental, mascara, toca,
bota)

13- Higiene e conservagao |1=2 |S I=2 |S =2 |S =2 | S =2
do uniforme

14- Habitos higiénicos |1=2 |S I=2 |S =2 |S =2 | S =2
(tossir, cogar, espirrar,
pegar no dinheiro, outros)

TOTAL DE PONTOS

I=INSASTISFATORIO S=SATISFATORIO I: variade 1a3

EXCELENTE=3 | BOM=12a 151
OTIMO=44a7 | REGULAR=162a 191
MUITO BOM=8 a 11 | RUIM= 220 |



