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Resumo

Toxinfecgdes alimentares ocorrem ap6s ingestdo de alimentos/agua contaminados com microrganismos patogénicos e/ou suas toxinas. As
carnes, alimentos ricos em nutrientes, sdo verdadeiros meios de cultura para o crescimento microbiano. Os objetivos desta pesquisa foram
quantificar os indicadores de qualidade higiénica e detectar a presenca de Salmonella sp. em amostras de carne bovina moida, comercia-
lizadas no Noroeste do Rio Grande do Sul. Utilizou-se a metodologia descrita pela APHA 2001. As amostras foram adquiridas nos pontos
de venda, acondicionadas em caixas isotérmicas e transportadas até o Laboratdrio de Microbiologia da UFSM, Campus de Palmeira das
MissOes. Realizou-se contagens de coliformes totais, termotolerantes e de E. coli em NMP, e investigacdo da presenca de Salmonella sp.
Foram analisadas 14 amostras de carne moida, todas contaminadas por coliformes totais e termotolerantes, indicando precdrias condicdes
de higiene no processamento. Contagens de E. coli foram positivas para 85,71% das amostras, e em 14,28% foi detectada a presenca de
Salmonella spp., representando sérios riscos a satide da populacdo consumidora. Os resultados descritos reforcam que ha necessidade de
maior fiscalizagdo pelos 6rgdos competentes, bem como treinamentos para manipuladores de alimentos, visando a diminuir os indices de
contaminacdo e 0s riscos a que a populagdo possa ser exposta.

Palavras-chave: Carne. Coliformes. Escherichia coli. Contaminago. Salmonella.
ESCHERICHIA COLIE SALMONELLA SP. IN GROUND MEAT
Abstract

Infections occurring after ingestion of food or water contaminated with pathogenic microorganisms or toxins. Although meat is a food rich
in nutrients, it can be like a culture media for microbial growth. The aim of this study was to quantify the indicators of hygienic quality and
detect the presence of Salmonella sp. in samples of grounded beef sold in northwestern of Rio Grande do Sul State. This work used the
methodology described by APHA 2001. The samples were collected at points of sale, packed in cool boxes and transported to the Laboratory
of Microbiology UFSM, Palmeira das Missoes Campus. All the 14 samples of ground beef analyzed were contaminated with total coliforms
and termotolerant coliforms, indicating poor hygienic conditions in the processing procedure. Counts of E. coli were present in 85.71% of
the samples, and in 14.28% was detected Salmonella spp. representing a serious risk to the health of the consumer population. The results
suggests there is need of a greater oversight by the government organs, as well as provide training for food handlers in order to reduce the
contamination levels and the risk that people may be exposed to.
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As doengas que tém por origem o alimento ocor-
rem quando ele estd contaminado com microrga-
nismos ou suas toxinas indesejaveis, doengas cha-
madas de toxi-infecgdes alimentares. Geralmente,
os sintomas manifestados variam desde uma leve
gripe até dor de estdmago, nduseas, vomitos, diar-
reia e febre. Somente uma pequena parte das toxi-
-infecg¢des, no entanto, € notificada, pois, na maioria
das vezes, os sintomas manifestados sdo brandos
ndo necessitando de consulta médica (Forsythe,
2002). Muitos sao os alimentos que podem carrear
patogenos. Dentre eles destacam-se as carnes por
suas caracteristicas nutricionais e quimicas (Franco;
Landgraf, 2005).

Segundo Philippi (2006), as carnes sdo os teci-
dos que recobrem o esqueleto dos animais, além de
outras partes comestiveis. As carnes e outros pro-
dutos de origem animal fazem parte de uma dieta
saudavel, contribuindo para o crescimento ¢ a ma-
nuteng¢do da saude (Brasil, 2005).

A carne moida ¢ definida como “produto carneo
obtido a partir da moagem de massas musculares
de carcacas de bovinos, seguido de imediato res-
friamento ou congelamento” (Brasil, 2003). Por ser
muito versatil e agradavel ao paladar, ¢ empregada
nas mais variadas preparagdes culinarias (Salinas,
2002), por exemplo hamburgueres, recheios de
massas e pastéis, bolinhos e refogada com legumes
(Philippi, 2006).

Este produto carneo, além do valor caldrico ofe-
recido pelas proteinas e gorduras, possui em sua
constitui¢do vitaminas do complexo B e vitamina
A e os minerais ferro, calcio, fosforo, zinco, magné-
sio, sodio e potassio (Philippi, 2006). Rica em nu-
trientes, a carne moida torna-se um verdadeiro meio
de cultura para o crescimento de microrganismos
deteriorantes e patogénicos. Além disso, este ali-
mento possui alta atividade de agua e pH proximo
a neutralidade, fatores que favorecem ainda mais o
desenvolvimento de microrganismos (Franco; Lan-
dgraf, 2005).

Apesar de os tecidos internos dos animais serem
estéreis, a carne pode apresentar contaminantes que
refletem as condicdes higi€nicas do abate deste ani-
mal e os processamentos aos quais ele foi subme-

tido. A contaminagdo da carne moida pode ocorrer
durante a moagem, pois, na maioria das vezes, 0s
cortes utilizados sdo excessivamente manipulados
e com tecidos gordurosos, os quais podem conter
nodulos linfaticos com microrganismos em seu
interior. Depois do processo da moagem, a carne
possui maior area superficial exposta, e, mesmo
sendo mantida sob refrigeragdo, microrganismos
deteriorantes podem continuar a se desenvolver
(Jay, 2005).

A contaminagdo das carnes também pode ocor-
rer durante o transporte e nas etapas posteriores
como falhas na refrigeracao, inadequagao nas di-
visdes das pegas, processos sucessivos de conge-
lamento e descongelamento, exposi¢do ambiental,
condigdes inadequadas de higiene, embalagens e de
armazenamento (Evangelista, 2005 apud Ferreira;
Simm, 2012).

De acordo com Jay (2005), os manipuladores
sdo importantes fontes de contaminagdo de um ali-
mento. A microbiota existente em suas maos € no
seu vestuario externo reflete os seus habitos indivi-
duais e o meio ambiente; além disso, os manipula-
dores possuem outras fontes contaminantes, como
as cavidades nasais, boca, pele e trato gastrintes-
tinal.

Os parametros que determinam a qualidade dos
alimentos sdo varios, com destaque para os que de-
finem as caracteristicas microbioldgicas do produ-
to ou matéria-prima. As analises microbiologicas
permitem avaliar o alimento quanto as condig¢des
a que ele foi submetido, como o processamento,
0 armazenamento, a distribui¢do, a vida 1til e os
riscos a saude a que a populagdo possa ser exposta
(Franco; Landgraf, 2005).

Pela legislacdo vigente, a RDC n° 12 de 2001, as
carnes moidas in natura estdo aptas para consumo
quando houver auséncia de Salmonella sp. em 25
g (BRASIL, 2001). Os indicadores de qualidade,
entretanto, também podem ser pesquisados, como é
o caso de coliformes totais e termotolerantes, dentre
outros (Franco; Landgraf, 2005).

Os microrganismos indicadores sdo geralmen-
te associados aos de origem intestinal e sdo mais
comumente utilizados para indicar higiene e segu-
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ranca do que a qualidade dos alimentos (Forsythe,
2002), além de provavel presenca de patogenos,
deterioracao potencial (Franco; Landgraf, 2005) e
predizer a vida de prateleira de um produto (Jay,
2005).

Os coliformes sao bactérias em forma de basto-
netes Gram negativos, nao formadores de esporos
e que fermentam lactose em 48 horas (Jay, 2005).
Os coliformes totais pertencem a familia Entero-
bacteriaceae e sdo representados pelos géneros: Es-
cherichia, Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella.
Podem estar presentes nos vegetais, no solo e nas
fezes, com excecdo da Escherichia coli, que tem
por habitat primario o intestino de animais de san-
gue quente. Assim, quando presentes no alimento,
ndo indicam necessariamente contaminagao fecal
ou possivel presencga de enteropatdogenos (Franco;
Landgraf, 2005).

Os coliformes termotolerantes crescem, pro-
duzem acido e gas em temperaturas entre 44-46°C
(Jay, 2005) e incluem enterobactérias do trato gas-
trintestinal e bactérias de origem nao fecal (Silva
et al., 2010). A presenca destes coliformes indica
as condig¢oes higiénicas de um alimento e provavel
presenca de enteropatogenos (Franco; Landgraf,
2005).

Segundo Jay (2005), é desejavel determinar a
incidéncia de E. coli numa populagdo de colifor-
mes, pois ela é o melhor indicador de contaminagao
fecal entre outros géneros deste grupo. Para tal, a
reagdo IMViC, composta por testes de producao de
indol (I), reacdo de vermelho de metila (M), rea-
¢do de Voges-Proskauer (V) e utilizagdo do citrato
(C), € realizada. Silva et al. (2010) descrevem que
a E. coli é um indicador de contaminagdo fecal em
alimento in natura, mas ndo em alimentos proces-
sados.

Diversas linhagens de E. coli sdo patogénicas
para os homens e animais. Elas sdo agrupadas em
cinco classes de acordo com os fatores de virulén-
cia, as manifestagdes clinicas e a epidemiologia das
enfermidades. Sdo elas: enteropatogénica cldssica
(Epec), enteroinvasora (Eiec), enterotoxigénica
(Etec), entero-hemorragica (EHEC) e enteroagre-
gativa (EAggEC) (Franco; Landgraf, 2005).

As salmonelas sdo bastonetes Gram negativos
que causam gastrenterite de origem alimentar. Seu
habitat primario € o trato intestinal de animais,
sendo encontrada também em outras partes do
corpo. A infec¢ao alimentar ocorre apos ingestao
de alimentos contaminados com ‘“niimeros signi-
ficativos de espécies ou sorovares ndo hospedeiro-
especificos”, e cerca de 5% dos pacientes tornam-se
portadores desta bactéria apos a cura dos sintomas.
Os alimentos mais comumente contaminados por
salmonelas, bactérias pertencentes a familia Ente-
robacteriaceae, sao principalmente a carne bovina,
carnes de aves, ovos, leite e vegetais contaminados
com esterco. Sua deteccao no alimento é realizada
pelo método cléssico presenga/auséncia, pois € efi-
ciente mesmo em situac¢des desfavoraveis para seu
crescimento, quando ha microbiota competidora em
niimero muito mais elevado (Jay, 2005).

Diante disso, os objetivos do presente trabalho
foram avaliar a qualidade microbiolégica por in-
termédio da pesquisa dos indicadores coliformes,
bem como quantificar Escherichia coli e detectar a
presenca de Salmonella sp. em amostras de carne
bovina moida in natura comercializadas em uma
cidade do Noroeste do Rio Grande do Sul.

Método

A metodologia utilizada para a contagem em
Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais
e termotolerantes seguiu como descrito na Normati-
va 62 (Brasil, 2003). A quantificacdo de Escherichia
coli e deteccao de Salmonella sp. seguiu a meto-
dologia preconizada pela APHA 2001 (American
Public Helth Association) (Silva et al., 2010).

Amostragem

As amostras de carne bovina moida foram ad-
quiridas de forma aleatoria em supermercados de
uma cidade do Noroeste do Rio Grande do Sul.
Imediatamente apos a coleta as amostras foram
acondicionadas em caixas isotérmicas com gelo
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reciclavel e destinadas ao Laboratério de Micro-
biologia da Universidade Federal de Santa Maria —
Campus Palmeira das Missdes — para, entdo, serem
analisadas.

Preparo da amostra

A dilui¢do inicial (10!) da amostra foi realizada
por meio da pesagem de 25 + 0,2 g da carne moida
¢ adig@o dessa a 225 mL de solugdo salina peptona-
da 0,1%. Ap6s, foram transferidas para sacos esté-
reis (Bagligth) e homogeneizadas em “Stomacher”
por 60 segundos. A partir da dilui¢do 10, dilui¢oes
seriadas foram efetuadas, 102, 103 e 10 em solu-
¢do salina peptonada 0,1%.

Andlises microbiologicas

Numero mais provavel (NMP) de coliformes to-
tais e termotolerantes: inicialmente foi realizada a
prova presuntiva, a qual consistiu em transferir ali-
quotas de 10 mL da dilui¢ao inicial para a primeira
série de trés tubos contendo 10 mL de caldo lauril
sulfato de sodio (LST) de concentragdo dupla. Para
a segunda série de trés tubos de ensaio contendo
caldo LST concentrag@o simples, foram transferi-
das aliquotas de 1 mL da diluigdo inicial. J& para
a terceira série de trés tubos, aliquotas de 1 mL da
diluigdo 102 foram transferidas para os tubos con-
tendo caldo LST concentragdo simples. Estes tubos
foram incubados em estufa a 36 + 1°C por 24-48
horas. Apo6s esse periodo foi verificada a presenca
de turvacdo do caldo e producdo de gas no interior
dos tubos de Durhan, considerado resultado posi-
tivo. Alcadas dos tubos positivos foram inoculadas
em tubos contendo 10 mL de Caldo Verde Brilhante
Bile Lactose 2% (VB) e em tubos contendo 10 mL
de caldo Escherichia coli (EC). A prova confirmato-
ria para coliformes totais baseou-se em turvagdo do
caldo VB e produgdo de gas no interior dos tubos
de Durhan, apds incubacdo a 36 = 1°C por 24-48
horas e a prova confirmatéria para coliformes ter-
motolerantes baseou-se em turvacdo do caldo EC e
producdo de gas no interior dos tubos de Durhan,
apoés incubagdo a 45 £ 0,2°C por 24-48 horas.

Numero mais provavel (NMP) de Escherichia
coli: dos tubos de caldo EC que num periodo de 48
horas apresentaram turvacao do meio e produgao
de gas nos tubos de Durhan, algadas foram inocu-
ladas por estrias de esgotamento em placas de Petri
contendo agar Levine Eosine Azul de Metileno (L-
-EMB). Estas foram incubadas a 35°C por 24 £ 2
horas e as colénias observadas quanto a caracteris-
tica de E. coli neste meio. Colonias consideradas
tipicas, ou seja, nucleadas, com centro preto, com
ou sem o brilho metalico, 2 de cada placa foram
transferidas para agar PCA e incubadas a 35°C por
24 =+ 2 horas, para posterior realizacdo das provas
bioquimicas e coloracdo de Gram. Essas consisti-
ram em reacdo IMViC (utilizagdo do citrato, teste
de VM-VP, presenca de motilidade e teste do indol).

Determinagdo de auséncia/presenga de Salmo-
nella sp.: 25 + 0,2 g de cada amostra foi transferida
para saco estéril de homogeneizagdo e acrescentado
225 mL de agua peptonada tamponada. Apds ho-
mogeneizacao em “stomacher”, as amostras foram
incubadas a 37 = 1°C por 18 £ 2 horas, periodo
este de pré-enriquecimento. Apos, porgdes de 0,1
mL e 1 mL foram transferidas para os caldos Ra-
ppaport Vassiliadis e tetrationato respectivamente,
sendo este o periodo de enriquecimento seletivo.
Destes tubos, algadas foram inoculadas em agar
de Xilose Lisina Desoxicolato (agar XLD) e agar
Verde Brilhante (VB) por estrias de esgotamento.
Das coldnias consideradas tipicas, 5 de cada placa
de XLD foram repicadas para agar nutriente para
posterior série bioquimica. Esta consistiu em pro-
vas em meios diferenciais: TSI (triplice agucar fer-
ro), LIA (lisina, ferro), caldo ureia base, e testes de
Voges-Proskauer e de indol. Além destas provas,
também foi realizada a confirmacéo para Salmonela
com soro polivalente.

Resultados

No periodo de novembro de 2012 a fevereiro de
2013, amostras de carne moida bovina foram adqui-
ridas aleatoriamente nos diferentes locais de venda
em uma cidade do Noroeste do Rio Grande do Sul,
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perfazendo um total de 14 amostras. Na tabela 1
estdo descritos os resultados da pesquisa de coli-
formes e de Salmonella sp. por grama de amostra.

Tabela 1 — Resultados da pesquisa de indicadores
de qualidade na carne bovina moida comercializada
no Noroeste do Rio Grande do Sul

Amostra Coliformes Coliformes Escherichia Salmonella sp.

totais termoto-  coli NMP/g
NMP/g lerantes
NMP/g
A >1100 >1100 150 Auséncia
B >1100 >1100 290 Auséncia
C >1100 >1100 36 Auséncia
D >1100 >1100 3,0 Auséncia
E >1100 >1100 1100 Presenga
F >1100 >1100 460 Presenga
G >1100 1100 3,0 Auséncia
H 150 21 <3,0 Auséncia
1 >1100 >1100 43 Auséncia
J 210 210 150 Auséncia
K >1100 460 28 Auséncia
L >1100 75 11 Auséncia
M >1100 >1100 150 Auséncia
N >1100 >1100 36 Auséncia
Padrao - - - Auséncia 25g
federal

Todas as 14 amostras (100%) analisadas nesta
pesquisa estavam contaminadas com coliformes
totais e coliformes termotolerantes. Quanto a con-
taminacdo com E. coli, cerca de 92,85% das amos-
tras apresentaram contaminagao e em apenas uma
encontrou-se auséncia destes microrganismos pelo
NMP. Em relaggo a detecgao de Salmonella sp., esta
foi encontrada em 14,28% das amostras analisadas.

Discussdo

Contagens elevadas de coliformes totais em um
alimento ndo indicam, necessariamente, que houve
contaminagao fecal durante as etapas de seu proces-
samento, pois 0s microrganismos que fazem parte
deste grupo também podem ser encontrados em
outros ambientes, como o solo e vegetais. Quan-
do se encontram contagens elevadas de coliformes
termotolerantes em um alimento, no entanto, estas
indicam a quais condigdes de higiene ele foi expos-

to durante toda a sua cadeia de producdo, bem como
possivel presenga de enteropatdogenos (Franco; Lan-
dgraf, 2005; Jay, 2005).

Analisando a Tabela 1 percebe-se a elevada con-
taminagdo microbioldgica das amostras de carne
moida pelos indicadores de higiene. A contagem
de coliformes totais foi abaixo do nimero maximo
contabilizado pelo método de NMP somente em
duas amostras (H e J). O mesmo ocorreu com a
contagem de coliformes termotolerantes em apenas
quatro amostras (H, J, K, e L).

Na legislacao vigente, a Resolu¢do niimero
12 de 2001 (Brasil, 2001) ndo especifica padrdes
para analises dos indicadores coliformes termoto-
lerantes, no entanto, como feito em outros estudos
(Carneiro; Santos, 2010), utilizou-se o padrdo es-
tabelecido para produtos carneos crus, o qual apre-
senta limites de 5 x 102 NMP/g de amostra. Assim,
empregando-se este método, 71,42% das amostras
de carne moida analisadas estavam improprias para
consumo, pois apresentaram contagens de colifor-
mes termotolerantes acima do permitido pela legis-
lacdo, evidenciando as precarias condigdes de higie-
ne em que as amostras foram expostas e sugerindo
possivel presenca de bactérias enteropatogénicas,
como Salmonella sp. e Shigella sp.

Resultados semelhantes aos apresentados nes-
ta pesquisa foram encontrados na literatura dispo-
nivel. Ferreira e Simm (2012), ao analisarem seis
amostras de carne moida, sendo trés pré-moidas e
trés moidas no momento da compra, encontraram
contagens elevadas de coliformes totais e de coli-
formes termotolerantes em cinco delas, e apenas
uma amostra de carne moida na hora da compra
encontrava-se com contamina¢ao abaixo do nimero
maximo contabilizado pelo método de NMP.

Abreu, Merlini e Begotti (2011) também descre-
veram que 100% das 10 amostras de carne moida
analisadas no municipio de Umuarama, no Estado
do Parana, estavam contaminadas com coliformes
totais, € 90% das amostras estavam contaminadas
com coliformes termotolerantes. Destas, 30% esta-
vam com contaminagdes acima de 103, niveis estes
considerados preocupantes.
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Carneiro e Santos (2010) ao analisarem 20
amostras de carne moida comercializadas em agou-
gues de Brasilia no Distrito Federal, encontraram
coliformes totais e coliformes termotolerantes em
nivel maximo contabilizado pelo método de NMP
em 100% e 55% das amostras, respectivamente. So-
mente 4 amostras nao estavam contaminadas por
coliformes termotolerantes, porém 11 estavam fora
dos limites estabelecidos, portanto improprias para
consumo.

Os resultados exibidos nesta pesquisa, bem
como nas pesquisas supracitadas, assemelham-se
aos apresentados por Dias et al. (2008), que, ao
analisarem 24 amostras de carne bovina moida na
Regido Sul do Rio Grande do Sul, encontraram co-
liformes termotolerantes em 100% das amostras, €
destas 12,5% foram classificadas como impréprias
para consumo humano pela comparagdo com pa-
drdes estabelecidos para produtos carneos fracio-
nados.

A pesquisa de Escherichia coli em uma popu-
lagdo de coliformes termotolerantes é de relevada
importancia, pois este microrganismo ¢ melhor
indicador de contaminagdo fecal do que os outros
participantes deste grupo, como € o caso de algu-
mas cepas de Enterobacter e Klebsiella (Jay, 2005;
Franco; Landgraft, 2005). Nesta pesquisa, 92,85%
das amostras estavam contaminadas por esta bacté-
ria, indicando contaminagao fecal em algum ponto
das etapas dos processos aos quais estas carnes fo-
ram expostas, posto que o seu hdbitat natural é o
trato intestinal de animais de sangue quente (Silva
etal., 2010).

A grande maioria dos subgrupos de E. coli ¢
parte da flora comensal nos intestinos dos seres
mamiferos, porém alguns sorotipos podem ser pa-
togénicos para estes seres, ndo sendo considerados
participantes da sua flora comensal. Carneiro (2008)
avaliou em sua pesquisa a presenca desta bactéria
em maos de manipuladores de alimentos da cidade
de Morrinhos no Estado de Goias. Encontrou-as em
18% das maos avaliadas, demonstrando que podem
ser veiculadores deste patdgeno em alimentos.

Produtos carneos sdo importantes veiculadores
de E. coli patogénica em infecgdes alimentares. Em
estudos realizados em 1997, esta foi isolada em
32,4% das amostras de carnes analisadas, com pre-
dominancia de carnes bovinas moidas (Cerqueira et
al., 1997 apud Kasnowski, 2004).

Segundo o Manual Integrado de Vigilancia, Pre-
vencdo e Controle de Doencgas Transmitidas por
Alimentos (Brasil, 2010), os agentes etiologicos
mais comuns em surtos alimentares sao Salmonella
e E. coli. De acordo com a RDC n. 12 de 2001, a
carne moida esta apta para consumo humano so-
mente quando apresentar auséncia de Salmonella
sp. em 25g. A pesquisa deste patogeno realizada
neste estudo evidenciou a sua presenca em 14,28%
das 14 amostras analisadas, niveis elevados e que
classificam estas amostras de carnes como impro-
prias para consumo, pois representam sérios riscos
a saude da populagao.

Souza et al. (2012) encontraram Salmonella sp.
em 17% das 30 amostras de carne moida comer-
cializadas em agougues e supermercados na cidade
de Barra do Gragas, MT. Resultados semelhantes
obtiveram Ferreira et al. (2012), através da analise
de 6 amostras de carne moida, detectou Salmonella
sp. em uma delas (16,67%). Diferentemente, Oli-
veira et al. (2008), pesquisando este patdogeno em
maquinas de moer, maos dos manipuladores e nas
carnes apds moagem, ndo o detectou em nenhuma
das amostras, estando todas as amostras de carnes
dentro dos padrdes estabelecidos pela legislagao, e,
entdo, em condicdes satisfatorias e aptas para con-
sumo humano.

Conclustes

Por meio das analises realizadas e compara-
¢Oes destas com a legislagdo vigente, concluimos
que 14,28% das amostras de carne bovina moida
encontravam-se improprias para consumo pela pre-
senca de Salmonella sp. A auséncia desta bactéria,
no entanto, ndo significa auséncia de contaminacao
microbiologica ou falta de outros patégenos, como
a E. coli. Faz-se necessario maior fiscalizagdo por
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parte da Vigilancia Sanitaria em toda a cadeia pro-
dutiva deste alimento, bem como treinamentos dos
manipuladores de alimentos quanto as Boas Prati-
cas, visando a diminuir os indices de contaminagdo
microbiologica.
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