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Resumo: Este estudo teve como objetivo avaliar a qualidade microbiolégica de
amostras de carne bovina moida comercializadas em supermercados do Distrito Federal,
considerando a importancia da comercializacdo desse produto e a sua susceptibilidade a
contaminacdo microbiologica. Para as analises foram coletadas quinze amostras de carne
moida, embaladas em bandejas de poliestireno, dentro do prazo de validade e expostas ao
consumo nos balcdes refrigerados de diferentes supermercados. As andlises realizadas foram:
contagem total de bactérias mesofilas e psicrotréficas, determinacdo de coliformes totais e
termotolerantes, contagem de Staphylococcus aureus, pesquisa de Salmonella spp. e
identificacdo molecular de Staphylococcus aureus e de Salmonella spp. através da técnica de
PCR. Os resultados mostraram que quatro amostras de carne moida (27%) estavam
contaminadas com Salmonella spp. (confirmadas geneticamente) e estavam improprias para o
consumo de acordo com a legislacdo brasileira. Também foi verificado que treze amostras
(87%) mostraram condigdes higiénicas insatisfatorias por apresentarem bactérias S. aureus.
Entre essas treze amostras, cinco amostras (33%) apresentaram contagens elevadas de
Staphylococcus aureus (acima de 1,0 x 10° UFC/g). Conclui-se que a presenca de bactérias
Salmonella e contagens elevadas de Staphylococcus aureus em oito das quinze amostras
analisadas (53%) sdo indicadores de pouca higiene de processamento e armazenamento dessas
carnes moidas, que dessa forma, podem representar risco a satde dos consumidores.

Termos para indexacdo: Carne moida, microrganismos, contaminacao,
seguranca alimentar

Abstract: This study aimed to evaluate the microbiological quality of minced beef
sold in supermarkets of the Federal District considering the importance of commercialization
of this product and its susceptibility to microbiological contamination. For analyzes fifteen
samples of minced beef, packed in polystyrene trays, within the valid period and exposed to
consumption in the refrigerated counters were collected from different supermarkets._The
analyzes carried out were: total counting of mesophilic and psychrotrophic bacteria,
determination of total and thermotolerant coliforms, Staphylococcus aureus count, search for
Salmonella spp. and molecular identification of Staphylococcus aureus and Salmonella spp.
using the PCR technique. The results showed that four minced beef samples (27%) were
contaminated with Salmonella spp. (genetically confirmed) and were unfit for consumption in
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accordance with Brazilian legislation. It was also verified that thirteen samples (87%) showed
unsatisfactory hygienic conditions due to the presence of Staphylococcus aureus bacteria.
Among these thirteen samples, five samples (33%) had elevated Staphylococcus aureus
counts (above 1.0 x 10° CFU / g). The presence of Salmonella and high counts of
Staphylococcus aureus in eight of the fifteen analyzed samples (53%) are indicators of poor
hygiene of processing and storage of these minced beef, which in this way, may be a hazard to
human health.

Index terms: minced beef, microorganisms, contamination, food safety
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Introducéo

O Brasil ocupa, atualmente, a
posicdo de segundo maior produtor e de
maior exportador mundial de carne bovina
(ABIEC, 2016). O pais possui um rebanho
de 214 milhdes de cabecas de gado
distribuidos em 167 milhdes de hectares de
terra, 0 maior rebanho comercial bovino do
mundo (MAPA, 2016). A producdo de
carne bovina em 2015 foi de 9,2 milhdes
de toneladas equivalente-carcaca de um
total de 39,2 milhdes de cabecas abatidas.
A exportacdo foi de 1,9 milhdes de
toneladas equivalente-carcaca,
representando 19,6% da producdo. Ja o
mercado interno foi responsavel por
consumir 81% da carne produzida no
Brasil em 2015, sendo o consumo per
capita interno de 38,6 kg/pessoa/ano
(ABIEC, 2016; MAPA, 2016).

Dessa forma, a carne bovina € um
alimento de amplo consumo em todo o pais
e esta presente na dieta da grande maioria
da populagdo brasileira (FERREIRA &
SIMM, 2012). A carne é uma importante
fonte de proteinas de alto valor bioldgico,
vitaminas do complexo B e, especialmente
as carnes vermelhas, de ferro de alta
biodisponibilidade em comparacéo ao ferro
presente em alimentos vegetais (Santos et

al., 2013). Em nosso pais, a carne bovina
trata-se de um produto altamente versatil,
podendo ser encontrada em diferentes
cortes e apresentacBes, incluindo o seu
emprego em indmeros derivados carneos.
Na forma de carne moida, torna-se
popular, sendo acessivel a faixa da
populacdo com menor poder aquisitivo
(MARCHI et al., 2012). Podendo ser
utilizada de maneira prética e variada, a
carne moida bovina constitui-se uma
importante forma de comercializacdo de
carne no varejo, destacando-se como uma
excelente fonte de proteinas de boa
qualidade (SILVA et al., 2016).

Devido a sua variada composi¢do
nutricional, elevada atividade de agua e pH
proximo da neutralidade, a carne bovina é
um excelente meio para 0 crescimento de
microrganismos que em altas quantidades
podem causar deterioracéo e risco a saude
do consumidor (FERREIRA & SIMM,
2012). As carnes moidas originarias de
varios cortes e manipuladas
excessivamente podem conter altos niveis
de contaminagdo microbiana. Os fatores
gue mais colaboram com o aumento da
contaminacgéo da carne moida sdo o0 uso de
equipamentos mal higienizados, bancadas
sujas, presenca de bactérias no moedor
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pela falta de limpeza ou os proprios
manipuladores que, pela falta de
informagdo ou negligéncia, acabam por
transmitir bactérias a carne moida (DIAS
et al., 2008).

Logo a contaminagdo da carne
moida por microrganismos deterioradores
e patogénicos pode colocar em risco a
salde do consumidor, afetar a qualidade da
carne e 0 seu tempo de conservacao.
Assim, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar a qualidade microbiol6gica
da carne moida bovina comercializada em
supermercados do Distrito Federal.

Material e métodos

Coleta, preparo das amostras e analises
microbioldgicas

Para as andlises microbiologicas,
foram coletadas quinze amostras de carne
moida bovina, embaladas em bandejas de
poliestireno, dentro do prazo de validade e
expostas ao consumo nos balcGes
refrigerados, em diferentes supermercados
das cidades de Brasilia, Taguatinga e
Ceilandia, DF, no periodo de Junho de
2016 a Agosto de 2017.

As amostras foram adequadamente
acondicionadas e conduzidas ao
Laboratério de Controle de Qualidade da
Faculdade de Farméacia (UNB/FCE), onde
foram imediatamente analisadas. Todas as

amostras foram analisadas em trés
repeticdes, ou seja, foram retiradas trés
aliquotas da cada embalagem e o0s
resultados foram expressos como media.

Para o preparo das amostras, foram
pesadas 25 g de cada amostra e diluidas em
225 mL de agua peptonada 0,1% (p/v). O
material foi homogeneizado, obtendo-se
desta forma a primeira diluicdo (107). A
partir da primeira diluicdo obtiveram-se as
demais diluicdes decimais (acima de 10-).
As analises microbioldgicas incluiram
contagem total de bactérias mesotfilas e
psicrotroficas, determinacdo de coliformes
totais e termotolerantes, contagem de
Staphylococcus aureus e pesquisa de
Salmonella spp.

Identificacdo molecular de
Staphylococcus aureus e Salmonella spp.

As bactérias isoladas suspeitas de
serem S. aureus e Salmonella spp. foram
identificadas atraves da técnica de reacdo
em cadeia da polimerase (PCR). Foram
selecionadas duas regifes génicas para
identificar S. aureus: o fragmento de 107
pares de base (107 pb) referente ao gene
femA e e o fragmento de 401 pares de base
(401 pb) referente ao gene seC. Para a
identificacdo de Salmonella spp. foi
utilizado o fragmento de 445 pares de base
(445 pb) referente ao gene invA Os primers
construidos para este estudo estdo
apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Sequéncia dos primers e tamanho dos produtos amplificados na PCR para

identificacdo dos genes femA, seC e invA

Primer Sequéncia5™- 3’ Produto Espécie
amplificado

femA foward GCAGTGCCCTGGGAAATGA
femA reverse CGTCATGATATTCCGCCCCA 107 pb S. aureus
seC foward TTTTACACCCAACGTATTAGCAGA
seC reverse TCCCATTATCAAAGTGGTTTCC 401 pb S. aureus
invA foward GCTGATGCCGGTGAAATTAT
INVA reverse CGACAAGACCATCACCAATG 445 pb Salmonella spp.

As colbnias isoladas suspeitas de
serem S. aureus ou Salmonella spp. foram
inoculadas, individualmente, em caldo
Brain Heart Infusion e incubadas a 37°C
por 18 h. A extracdo do DNA foi realizada
de acordo com o protocolo proposto no kit
comercial Plasmid DNA purification
MACHEREY-NAGEL®. A qualidade e a
guantidade de DNA extraido foram
determinadas por eletroforese em gel de
agarose, em comparagdao com o padréo de
massa molecular DNAI/Hindlll marcador
de 100 pb (JENA®). Apés a extragdo do
DNA, a amplificacdo de fragmentos de
genes foi  realizada utilizando o
termociclador Techne® modelo TC-512.
As condi¢bes de termociclagem foram
50°C por 2 min., 95°C por 2 min. e 40
ciclos de desnaturagdo a 95°C por 15 seg.,

seguida de 60°C por 30 seg., para o
anelamento dos oligonucleotideos e 72°C
por 30 seg. para a extensdo dos
fragmentos. Foram utilizados 2,5 pL de
tampédo (10 mM de Tris e 50 mM de KCI),
0,7 uL de MgCl,, 1,5 pL de dNTPs (2,5
mM), 0,5 pL de Tag-Polimerase
(Cenbiot®, 5 U/uL), 15 pL de
oligonucleotideos foward e reverse (10
M), completando com agua Milli-Q para
um volume final de 25 pL por reacdo, com
a amplificagdo de 10 ng de DNA extraido
da amostra bacteriana. Os produtos de
PCR foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose, contendo brometo de etideo
e visualizados sob iluminacéo ultra-violeta.
O marcador de massa molecular utilizado
foi 0 100 pb DNAI/HindIll (JENA®).
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Resultados e discussao

Na tabela 2 estdo apresentados os
resultados das anélises microbioldgicas das
amostras de carne moida bovina avaliadas
neste estudo. A legislacdo brasileira néo
estabelece limites para contagem total de
microrganismos nos alimentos.

Porém, tanto a legislacdo da Unido
Europeia (Unido Europeia, 2005) quanto a

legislagdo da Nova Zelandia (Nova
Zelandia, 1995) determinam para a carne
moida bovina a contagem maxima de
5,0x10° UFC/g para bactérias mesofilas
totais. Neste estudo todas as amostras
mostraram  contagens  aceitaveis de
bactérias meséfilas (entre 5,1 x10° e 2,7
x10° UFC/g).

Tabela 2. Anélises microbiolégicas das amostras de carne moida bovina

Amostras  Bactérias Bactérias Coliformes Coliformes Salmonella S.
mesofilas  psicrotréficas totais termotolerantes spp. aureus
(UFC/g) (UFC/g) (NMP/g) (NMP/g) (UFC/g)
1 4,1x10° 2,3x10° 8,1x10? 4,3x10" Auséncia 3,3x10*
2 2,7x10° 3,6x10° 0,8x10* ND Auséncia 2,7x10?
3 4,5x10° 3,2x10° 5,6x10? 0,8x10* Auséncia 1,8x10°
4 6,0x10° 4,8x10° 3,8x10? 3,7x107 Presenca  1,3x10°
5 1,2x10° 2,8x10° 0,8x10* ND Auséncia 3,3x10?
6 2,8x10° 3,9x10° 1,6x10" 0,4x10* Auséncia ND
7 1,1x10° 5,1x10’ 8,8x10? 4,7x10° Auséncia 1,0x10?
8 1,2x10° 1,1x10°8 3,2x10* 1,5x10* Auséncia 1,0x10°
9 5,1x10° 8,6x10° 8,1x10" 1,3x10" Auséncia 1,7x10°
10 2,1x10* 9,1x10° 1,7x10? 3,1x10* Auséncia 7,7x10°
11 2,5x10° 7,8x10° 3,4x10" 1,2x10" Presenca 5,3 x10°
12 6,3x10° 2,9x10’ 3,8x10* 1,6x10* Auséncia 3,0 x10°
13 1,3x10° 2,5x10’ 6,2x10" 1,6x10" Presenca  2,0x10°
14 2,3x10° 2,1x10’ 7,5x10" 0,4x10* Presenca ND
15 9,3 x10° 1,0x10* 0,5 x10* 0,1 x10* Auséncia 1,2 x10?

Os resultados foram expressos como meédias de trés repeti¢cdes, ND = ndo detectado.

Todas as amostras de carne moida

mostraram  contagens de  bactérias
psicrotroficas maiores que as bactérias
mesofilas. Pelos padrdes estabelecidos pela
International Commission on
Microbiological Specifications for Foods
(ICMSF, 2002) permite-se uma contagem
UFC/g de

microrganismos totais para os alimentos

maxima de 10 x 10’

em geral. Neste estudo, cinco amostras de

carne moida (33%) apresentaram elevadas

contagens de bactérias psicrotroficas
(valores acima de 1,0x10" UFC/g). No
estudo de Marchi et al. (2012), ao
analisarem amostras de carne bovina
moida adquiridas em supermercados e
acougues de Jaboticabal, SP, verificou-se
que das 30 amostras analisadas, 17
amostras (56%) apresentaram contagens de

microrganismos psicrotroficos acima de
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1,0x10° UFC/g. Os  microrganismos
psicrotréficos em ndmero elevado séo
responsaveis pela diminuicdo da vida de
prateleira dos alimentos refrigerados, por
constituirem seus principais deterioradores
(ICMSF, 2002).

A legislacdo brasileira (Brasil,
2001) também ndo estabelece um padréo
microbiolégico  para  contagem  de
coliformes totais para a carne bovina crua,
porém € importante analisar a presenca
deste grupo por ser indicador da qualidade
higiénicossanitaria dos alimentos (ABREU
et al. 2011; LUNDGREN et al., 2009).
Neste estudo, todas as amostras de carne
moida bovina apresentaram condicdes
satisfatorias de higiene com nudmero de
coliformes totais entre 0,8x10" e 8,8x10?
NMP/g. No estudo de Souza et al. (2012),
de 30 amostras de carne moida bovina
analisadas, quatro amostras (13%)
apresentaram condicfes insatisfatorias de
higiene pelo elevado ndmero de coliformes
totais (acima de 1,1x10° NMP/g).

Altas contagens de coliformes
termotolerantes nos alimentos indicam
contaminacdo fecal e possibilidade da
presenca de microrganismos entericos
patogénicos (DIAS et al., 2008; FRANCO
& LANDGRAF, 2008). A legislacéo
brasileira ndo estabelece limites para
contagem de coliformes termotolerantes na

carne bovina moida. No entanto, a

legislagdo da Nova Zelandia (Nova
Zelandia, 1995) determina para a carne
bovina moida contagem maxima de
1,0x10°  NMP/g  para
termotolerantes e a legislagdo da Unido
Europeia,  2005)
determina contagem maxima de 5,0x10°
UFC/g para E. coli. Neste estudo, das 15

coliformes

Europeia  (Unido

amostras de carne moida analisadas, treze
amostras (87%) apresentaram enumeracao
de coliformes termotolerantes, porém
permanecendo  dentro  dos  limites
permitidos pela legislagdo neozelandesa
(inferior a 1,0x10° NMP/g). Outros
trabalhos relataram  contagens mais
elevadas de coliformes termotolerantes em
amostras de carne bovina moida. No
trabalho de Abreu et al. (2011), de um total
de 10 amostras de carne moida bovina
analisadas provenientes de supermercados
e agougues da cidade de Umuarama, PR,
trés amostras  (30%)  apresentaram
contagens de coliformes termotolerantes
superiores a 1,0x10° NMP/g. No estudo de
Dias et al. (2008), de um total de 24
amostras de carne moida bovina analisadas
provenientes de 10 diferentes
estabelecimentos da regido sul do Rio
Grande do Sul, 2 amostras (8,3%)
apresentaram contagens de coliformes
termotolerantes acima de 1,0x10° NMP/g.

De acordo com a legislagdo

brasileira (Brasil, 2001), bactérias do
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género Salmonella devem estar ausentes na
carne bovina. Bactérias desse género
podem causar toxinfeccdes alimentares,
conferindo risco ao consumidor, tornando
o alimento impréprio para 0 consumo.
Neste estudo, das 15 amostras de carne
moida analisadas foi detectada a presenca
de Salmonella spp. em quatro amostras
(27%) e portanto essas amostras estavam
improprias para o consumo. Resultados
semelhantes foram reportados no trabalho
de Sousa et al. (2012), onde foram
analisadas 30 amostras de carne moida
comercializadas na cidade de Barra do
Garcas-MT e detectou-se em cinco
amostras (17%) a presenca de Salmonella
sp., mostrando que estes alimentos
sofreram contaminacéo fecal durante o seu
processamento e/ou manipulacdo. Ferreira
& Simm (2012) encontraram apenas uma
amostra de carne moida com a presenca de
Salmonella spp. de um total de seis
amostras analisadas provenientes de um
acougue da regido central do municipio de
Para de Minas-MG. No estudo realizado
por Dias et al. (2008), de um total de 24
amostras de carne moida coletadas no
comércio varejista da regido sul do Rio
Grande do Sul, apenas em uma amostra
detectou-se a presenca de Salmonella.

A legislagdo  brasileira  ndo
estabelece limites para a contagem de
bactérias  Staphylococcus aureus nas

amostras de carne bovina moida. No
entanto, a legislagdo da Nova Zelandia
(Nova Zelandia, 1995) determina para a
carne bovina moida a contagem méaxima de
1,0x10° UFC/g para S. aureus. Observou-
se que, das 15 amostras de carne moida
analisadas, treze  amostras  (87%)
apresentaram contagens positivas de S.
aureus, sendo que 5 amostras (33%)
apresentaram contagem de S. aureus acima
de 1,0x10° UFC/g. Nos estudos de Abreu
et al. (2011) e de Souza et al. (2012) foi
verificado que todas as amostras de carne
moida analisadas apresentaram S. aureus,
porém em niveis inferiores a 1,0x10°
UFC/g. Ja no trabalho de Oliveira et al.
(2008), 100% das amostras de carne moida
bovina analisadas apresentaram contagens
elevadas de S. aureus acima de 1,0x10°
UFC/g. E no estudo de Marchi et al.
(2012), de um total de 24 amostras de
carne moida analisadas, 7 amostras (29%)
apresentaram contagens de S. aureus acima
de 1,0x10° UFC/g. A presenca de S. aureus
nos alimentos indica condi¢Ges higiénicas
inapropriadas, por se tratar de uma bactéria
procedente de manipulagdo humana
inadequada. Devido ao excesso de
manipulacdo, a carne moida é um produto
que se contamina facilmente com S. aureus
(ALMEIDA et al., 2010; OLIVEIRA et al.,
2008; SANTANA et al, 2010).
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Tabela 3. Analises moleculares das amostras de carne moida bovina

Amostras Bactéria e gene amplificado na PCR
Salmonella spp. S. aureus
1 - femA e seC
2 - femA e seC
3 - femA e seC
4 invA femA e seC
5 - femA e seC
6 - -
7 - femA e seC
8 - femA e seC
9 - femA e seC
10 - femA e seC
11 invA femA e seC
12 - femA e seC
13 invA femA e seC
14 invA -
15 - femA e seC
As bactérias Salmonella  spp. fase de crescimento, desempenhando um

isoladas de algumas amostras de carne
moida tiveram a amplifica¢do do gene invA
através da PCR (Tabela 3). O gene invA
estd presente em todas as espécies de
Salmonella e é relacionado com a invasao
celular de Salmonella, sendo um
componente essencial para a patogénese da
doenca e diferenciando Salmonella de
outras  espécies de  enterobactérias
(OLIVEIRA et al., 2013).

As bacterias S. aureus isoladas das
de
amplificagdo dos genes femA e seC atraves
da PCR (Tabela 3). O gene femA esta

presente na especie S. aureus durante a

amostras carne moida tiveram

papel fundamental no metabolismo da
parede celular e diferenciando S. aureus de
espécies  de
(DIEDRICH et al., 2013; PELISSER et al.,

2009). O gene seC codifica a enterotoxina

outras estafilococos

C do S. aureus. As toxinas estafilocécicas
(ses) sdo um grupo de enterotoxinas
termoestaveis e resistentes ao pH gastrico.
A enterotoxina C (seC) é dividida nos
subgrupos C1, C2 and C3 e tem papel
importante na causa de
alimentar (ARGUDIN et al., 2010; SEO et

al., 2010).

intoxicacao
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Conclusodes

Neste estudo observou-se que das
quinze amostras de carne moida
analisadas, quatro estavam contaminadas
com Salmonella spp. e, portanto,
improprias para 0 consumo. Também foi
verificado que cinco amostras
apresentaram altas contagens de bactérias
S. aureus.

A presenca de Salmonella e altas
contagens de S. aureus em 53% das
amostras indicam condi¢des higiénicas
deficientes de manipulacéo e fabricacdo do
produto. Estas praticas precisam ser
seguidas com  mais  rigor  nos
supermercados a fim de melhorar a
qualidade final da carne moida bovina
oferecida ao consumidor do Distrito
Federal.
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