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APRESENTACAO

A colecao “Microbiologia: Clinica, Ambiental e Alimentos” é uma obra que tem como
foco principal a apresentagéo de trabalhos cientificos diversos que compde seus capitulos
relacionados aos microrganismos. O volume apresenta um compilado de 15 artigos
distribuidos em teméticas que abordam de forma categorizada e interdisciplinar trabalhos,
pesquisas, relatos de casos e/ou revisdes que transitam nas diversas areas de aplicagéo
da Microbiologia.

O objetivo central desta coletanea é apresentar de forma categorizada e clara
estudos desenvolvidos em diversas instituicbes de ensino e pesquisa do pais. Em todos
esses trabalhos a linha condutora foi o aspecto relacionado a Bacteriologia, Micologia,
Parasitologia, Virologia, Imunologia Biotecnologia, Satude Publica e areas correlatas.

O avanco tecnolégico tem contribuido com inimeras pesquisas relacionadas a
biologia dos diversos microrganismos existentes, e consequentemente, esses estudos
podem auxiliar na prevengdo e no combate a patologias/doengcas que podem afetar a
saude humana e dos demais seres vivos.

Temas diversos e interessantes sdo deste modo, discutidos aqui com a proposta
de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres, doutores e todos aqueles
que de alguma forma se interessam pelas ciéncias bioldgicas e pelas ciéncias da saude
em seus aspectos microbioldgicos. Possuir um material que demonstre a aplicacdo dos
microrganismos em varias areas do conhecimento, de forma temporal e com dados
substanciais de regides especificas do pais tem sido relevante, bem como, abordar temas
atuais e de interesse direto da sociedade.

Este livro “Microbiologia: Clinica, Ambiental e Alimentos” apresenta uma teoria bem
fundamentada nos resultados praticos obtidos pelos diversos pesquisadores, professores
e académicos que arduamente desenvolveram seus estudos que aqui estdo apresentados
de maneira concisa e didatica. Sabemos o quéo importante é a divulgagao cientifica, por
isso evidenciamos também a estrutura da Atena Editora, que é capaz de oferecer uma
plataforma consolidada e confiavel, permitindo que esses pesquisadores exponham e
divulguem seus trabalhos.

Desejo a todos uma 6tima leitura.

Renan Monteiro do Nascimento
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RESUMO: A charque é um produto carneo
salgado e desidratado da carne bovina. A
utilizagdo de matéria prima de qualidade
insatisfatéria e condicbes higiénicas precarias,
durante a producdo e comercializacdo, pode
resultar em produto com elevada carga de
microrganismos patogénicos e indicadores de
contaminagao, como a Salmonella spp, Shigella
spp, coliformes totais e termotolerantes e
bactérias halofilicas que indicam contaminagéao
por material fecal e contaminagédo do sal. O
objetivo do estudo foi avaliar a presenca de
indicadores de contaminagdo na carne de
charque de supermercados e feiras livres. Foram
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coletadas 36 amostras de carne de charque em 2
feiras e 6 supermercados localizados no municipio
de Caruaru-PE. As anadlises bacteriologicas
foram realizadas através das técnicas dos tubos
multiplos (coliformes totais e termotolerantes),
Spread Plate (Salmonella spp. e Shigella spp.)
e Pour Plate (Bactérias Halofilicas). As amostras
confirmaram a presenca de 94,4% coliformes
totais, 16,7% para coliformes termotolerantes,
30,5% foram positivas para Salmonella spp;
52,8% confirmaram para Shigella spp e todas
as amostras tiveram contagem de bactérias
halofilicas acima de 10* UFC/g. Diante dos
resultados, conclui-se que as condicoes
higiénicas destes alimentos oferecidos pelos
comerciantes estavam abaixo do padrdo exigido
pela RDC 331/2019 ANVISA.
PALAVRAS-CHAVE: Contaminantes.
Bactérias. Microbiologia de Alimentos.

Carne.

RESEARCH OF CONTAMINATION
INDICATORS IN BEEF JERKY SOLD IN
SUPERMARKET AND FAIRS

ABSTRACT: Beef jerky is a salted and
dehydrated meat product from beef. The use
of raw material of unsatisfactory quality and
poor hygienic conditions, during production and
commercialization, can result in a product with
a high load of pathogenic microorganisms and
contamination indicators, such as Salmonella
spp, Shigella spp, total and thermotolerant
coliforms and halophilic bacteria that indicate
contamination by faecal material and salt
contamination. The aim of the study was to
evaluate the presence of contamination indicators
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in beef jerky from supermarkets and open markets. 36 samples of beef jerky were collected at
2 fairs and 6 supermarkets located in the municipality of Caruaru-PE. Bacteriological analyzes
were performed using multiple tube techniques (total and thermotolerant coliforms), Spread
Plate (Salmonella spp. and Shigella spp.) and Pour Plate (Halophilic Bacteria). The samples
confirmed the presence of 94.4% total coliforms, 16.7% for thermotolerant coliforms, 30.5%
were positive for Salmonella spp; 52.8% confirmed it for Shigella spp and all samples had
a halophilic bacteria count above 10* CFU / g. In view of the results, it is concluded that the
hygienic conditions of these foods offered by traders were below the standard required by
RDC 331/2019 ANVISA.

KEYWORDS: Contaminants. Beef. Bacteria. Food Microbiology.

INTRODUCAO

A charque é um produto carneo tipico brasileiro, obtido por desidratacdo da carne
bovina, através da salga e exposigcédo ao sol, de longa preservagéo. A carne de charque
€ definida pela legislacao brasileira, como um produto de 40 a 50% de umidade, 10 a
20% de sal dentro da por¢cao muscular'. A charque tem como caracteristica uma cor mais
escurecida, sabor mais salgado e tende a ser mais rigido2.

O processo de elaboragao do charque consiste em remover agua do tecido animal,
inicialmente pela alteracdo da pressado osmotica provocada pela salga e, posteriormente,
pela secagem, geralmente ao sols.

O uso de matéria prima de qualidade microbioldgica inadequada, bem como
condigbes insatisfatorias de higiene durante e apds o processamento do charque, pode
resultar em produto com elevada carga microbiana*. Caso esses micro-organismos nao
sejam destruidos durante o processamento, podem multiplicar-se durante a producéo,
distribuicdo e comercializagcdo dos alimentos, reduzindo a qualidade e aumentando o risco
de provocar surtos5.

Os estabelecimentos de derivados carneos sejam eles comerciais ou de
beneficiamento devem possuir condi¢cdes higiénico-sanitarias para impedir os fatores
favoraveis a multiplicacdo de microrganismos ou outros efeitos danosos aos produtos.
Nas feiras livres os riscos de contaminagdo se elevam, pois os alimentos sdo expostos
em barracas sem refrigeracdo, sem protecao contra poeiras e insetos, tornando-se um
ambiente propicio para incorporar externamente materiais estranhos de origem biol6gica
ou naot.

Mesmo sendo um produto que utiliza de uma estratégia de preservagéo que retarda
0 crescimento microbiano, através do aumento da pressdo osmética gerado pela alta
concentragdo de sais, a carne de charque pode ter essa barreira de protecdo vencida
pelas baixas condicbes de higiene no armazenamento, transporte e comercializagdo. A
falsa sensaca@o de protecdo robusta podera fazer com que comerciantes e consumidores
se acomodem com outros fatores que poderiam vir a deixar a carne de charque susceptivel

a contaminagéo por microrganismos. Esse trabalho servird para avaliar se o aumento da
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pressao osmobtica é suficiente para manter esse produto carneo protegido.

REVISAO DE LITERATURA

Indicadores de Contaminacao

Microrganismos indicadores s&o grupos ou espécies de microrganismos que,
quando presentes em um alimento, podem fornecer informacdes sobre a ocorréncia
de contaminacéo de origem fecal, sobre a provavel presenca de patdbgenos ou sobre
a deterioracdo potencial do alimento, além de poderem indicar condicbes sanitarias
inadequadas durante o processamento, produ¢do ou armazenamento’.

Segundo a ICMSF (International Commission on Microbiological Specifications for
Foods), microrganismos indicadores podem ser agrupados em: (I) microrganismos que
ndo oferecem riscos a saude (mesofilos, psicrotroficos, termofilos, bolores e leveduras).
(1) microrganismos que oferecem um risco baixo ou indireto a saude (coliformes totais,
coliformes fecais enterococos, enterobactérias totais, Escherichia coli)?.

Os padrbes microbiol6gicos estabelecem os limites méximos toleraveis de
contaminagéo de um grupo ou espécie de microrganismo para cada tipo de alimento. Esses
limites sdo determinados por metodologias estipuladas, visando proteger a saude publica
e/ou o alimento. Os padrdes tém carater legal podendo ser federal, estadual ou municipal.

Coliformes Totais

Este grupo € composto por bactérias da familia Enterobacteriaceae, capazes de
fermentar a lactose com produgédo de gas, quando incubados a 35-37°C, por 48 horas.
Sao bacilos gram-negativos e nao formadores de esporos; fazem parte desse grupo
predominantemente bactérias pertencentes aos géneros Escherichia, Enterobacter,
Citrobacter e Klebsiella. Destes, apenas a Escherichia coli tem como habitat primario o
trato intestinal do homem e animais homeotérmicos. Conseqlientemente, a presenca de
coliformes totais no alimento néo indica, necessariamente, contaminagéo fecal recente ou

ocorréncia de enteropatdégenos®.

Coliformes Termotolerantes

De acordo com Franco’, as bactérias pertencentes a este grupo correspondem aos
coliformes totais que apresentam a capacidade de continuar fermentando lactose com
producao de gas, quando incubadas a temperaturas de 44-45°C. O principal representante
deste grupo é a Escherichia coli. A pesquisa de coliformes termotolerantes ou E. coli nos
alimentos fornece, com maior segurancga, informacgdes sobre condi¢cdes higiénicas do

produto e melhor indicagéo da eventual presenca de enteropatogenos.
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Salmonella

As salmonelas pertencem a familia Enterobacteriaceae, sendo que,
morfologicamente, sdo bastonetes Gram negativos, geralmente moveis, capazes de
formar acido e, na maioria das vezes, gas a partir da glicose. A maioria das salmonelas
de interesse clinico ndo fermenta lactose, contudo, muitas cepas podem adquirir essa
caracteristica por meio de transferéncia plasmidial™.

As gastroenterites sdo frequentemente chamadas de intoxicacé&o alimentar, termo
que enfatiza a transmissao das salmonelas pelos alimentos. Clinicamente, caracteriza-se
por diarréia aguda geralmente acompanhada de nauseas, dor de cabeca €, as vezes, febre
e vOmito™".

Shigella

As bactérias do género Shigella sdo micro-organismos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, assim como Salmonela. Sao bastonetes gram negativos, nao
formadores de esporos, imoOveis, aerdbios facultativos. Ao contrario da Salmonela e
Escherichia, a Shigella ndo apresenta reservatorios animais que ndo sejam os humanos'2.

A doenca causada por Shigella € denominada shigelose (disenteria bacilar), que
€ uma doenca inflamatéria do trato gastrointestinal. Os principais sintomas nas pessoas
infectadas sao colicas abdominais, febre e diarreia, sendo que um individuo doente pode
ter até 20 evacuagdes por dia. O quadro clinico é mais acentuado, prolongado e provoca
maiores complicagées que os demais micro-organismos. A shigelose é responséavel pela
morbidade e mortalidade em popula¢des de alto risco, como, crian¢gas menores de 5 anos,
idosos, dentre outras12.

Bactérias Halofilicas

Segundo o autor Jay'® as bactérias halofilicas sdo incapazes de se desenvolver em
meios sem cloreto de sédio e frequentemente exigem altos teores dessa substancia para
seu desenvolvimento. Sao geralmente bactérias e comumente mais tolerantes ao sal que
organismos nao halofilicos.

Os microrganismos ligeiramente halofilicas, que crescem em meio contendo de 2%
a 5% de sal, séo de origem marinha, principalmente dos géneros Pseudomonas, Moraxella,
Acinetobacter e Flavobacterium. Aqueles que crescem em meios contendo de 5% a 20%
de sal sdo chamados de moderadamente hal6filos tendo como exemplos as bactérias
das familias Bacillacceae e Micrococcaceae. Bactérias que crescem em meios contendo
concentragoes de 20% a 30% de sal sdo extremamente halofilicas como o Halobacterium
spp e Halococcus spp. O pH 6timo para crescimento situa-se entre 5,0 e 7,5. As bactérias
halofilicas provocam contaminagéo e deixam uma cor vermelha na carne, geralmente de
peixe ou carnes brancas'.
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MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 36 amostras de charque em 2 feiras e 6 supermercados na cidade
de Caruaru-PE, entre fevereiro de 2019 a fevereiro de 2020. Sendo incluidas pecas
comercializadas nos pontos objetivados, e excluidas aquelas que apresentaram alteragcbes
organolépticas nao indicadas ao consumo (alteragao de cor, odor e aspecto fisico).

As amostras foram transportadas em caixas isotérmicas contendo baterias de gelo
a temperatura de 4°C para o Laboratério de Controle de Qualidade Microbiologico de
Alimentos do Centro Universitario Tabosa de Almeida - Asces/Unita.

A reducd@o da amostra bruta se deu por meio da trituracdo dos alimentos seguido
do seu quarteamento, sendo desprezados 2/4 do peso total, gerando com isso a amostra
de laborat6rio. Em seguida 100 g (50%) de cada amostra foram liquefeitas em 300 mL de
solugéo salina estéril com o uso de um liquidificador industrial (METVISA LOLG) previamente
esterilizado por meio de autoclavagem a 121°C/15min. Todos os procedimentos foram
feitos em condicbes estéreis dentro de uma capela de fluxo laminar. Do caldo obtido das
amostras foram retiradas aliquotas para a realizagdo das andlises bacteriolégicas.

Ainvestigacéo bacterioldgica se deu através da pesquisa da presenca de Coliformes
totais e termotolerantes, fazendo uso da técnica dos tubos multiplos, como recomendada
pelo Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, sendo utilizados os
meios de cultura: Caldo Lactosado (etapa presuntiva), Caldo Verde Brilhante Bile a 2%
(etapa confirmatoria) e Caldo EC (coliformes termotolerantes) para este método.

Na determinacéo do género de Salmonella e Shigella, foi utilizada a técnica Spread
Plate com Agar SS. Transferindo 1mL de cada amostra diluida (102), os inéculos foram
espalhados pela placa contendo o meio com auxilio de uma alca de Drigalski. Apos
completa absor¢éo da amostra, as placas foram incubadas de forma invertida em estufa,
sob temperatura de 35°C durante 24 horas. Os resultados foram expressos em Unidades
Formadoras de Coldnia (UFC)/g

Para contagem de bactérias halofilicas foi transferido 1 mL de cada diluicdo (10?)
para placas de Petri estéreis, utilizando-se a técnica de Pour Plate. Em seguida, 15 mL
de Plate Count Agar (PCA), com 2% de NaCl, foi vertido sobre o in6culo, homogenizado e
incubado a 37°C por 24 horas. Os resultados foram expressos em Unidades Formadoras
de Coldnia (UFC)/g.

Os dados alcancados form armazenados em um banco de dados utilizando o
aplicativo Excel, sendo expressos por meio dos valores encontrados de Numero Mais
Provavel (NMP) do microrganismo de interesse por grama de alimento (NMP/g), obtidos
através da Tabela de Hoskins. Trata-se de um estudo com uso de estatistica descritiva.
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RESULTADOS

Os resultados obtidos na pesquisa foram registrados e expresso pelos valores
encontrados de Numero Mais Provavel (NMP) dos microrganismos de interesse por grama
de alimentos (NMP/g) obtido através pela tabela de Hoskins. Foi desenvolvido um indice
(Tabela 1) para classificar o grau de contaminag@o das amostras analisadas, tendo como
base os valores de NMP/g, para que pudesse estabelecer o indice de contaminacédo pelo

grupo coliformes.

indice de Classificacao NMP/g
contaminacao
0 Negativo <18
1 Baixo 1,8a10
2 Intermediario 11a90
3 Alto 91 a 900
4 Muito Alto > 900

Tabela 1. indice de contaminag&o microbiana expresso em NMP/g.

Das 18 amostras analisadas procedente de estabelecimentos comerciais,
94,5% apresentaram presenca de coliformes totais e nenhuma apresentou coliformes
termotolerantes. Também foram analisadas um total de 18 amostras provenientes de Feiras
livres onde, 94,5% das amostras apresentaram presenca de coliformes totais e 16,7% a
presenca das termotolerantes.As Figuras 1 e 2 mostram, respectivamente, a distribuicdo
dos resultados. A presenca de bactérias halofilicas, Salmonela e Shigella € descrita nas
Tabelas 2, 3 e 4.

Coliformes Totais e Coliformes Termotolerantes
B cColiformes Totais Coliformes Termotolerantes

100
75

50

39
22,2 22,2
25
1,1
5,5
. | -
CMA CA cMm

CB AUS

Figura 1. Resultados de amostras (%) provenientes de supermercados, com presenca de
coliformes totais e termotolerantes. Aus (Auséncia - Negativo); CB(Concentragao Baixa); CM
(Concentragéo Mediana - Intermediaria); CA (Concentragéo Alta); CMA (Concentragcdao Muito

Alta). Classificagédo de acordo com a Tabela 1.

Microbiologia: Clinica, Ambiental e Alimentos Capitulo 4 “



Coliformes Totais e Coliformes Termotolerantes
B Coliformes Totais [ Coliformes Termotolerantes

100
83,3

75

50 39
33,3

25

CMA CA cMm CB AUS

Figura 2. Resultados de amostras (%) provenientes de Feiras Livres, positivas para
coliformes totais e termotolerantes. Aus (Auséncia - Negativo); CB(Concentragao Baixa); CM
(Concentragéo Mediana - Intermediaria); CA (Concentragéo Alta); CMA (Concentragcdo Muito

Alta). Classificagdo de acordo com a Tabela 1.

Bactérias Halofilicas

% de amostras positivas Média+DP (UFC/g)
Supermercados 100 6,9 +3x10°
Feiras Livres 100 1,23 +1x10*

Tabela 2. Resultado de amostras (%) de Supermercados e Feiras Livres, positivas para
Bactérias Halofilicas

Salmonella spp.

% de amostras positivas Média+DP (UFC/g)
Supermercados 55,5 1,18+0,2 x 10°
Feiras Livres 55 1+0,1 x 10?

Tabela 3. Resultado de amostras (%) de supermercados e feiras livres, positivas para
Salmonella spp.

Shigella spp.
% de amostras positivas Média+DP (UFC/g)
Supermercados 22,2 1,4+0,8 x 10°
Feiras Livres 83,3 1,24+0,3 x 10*

Tabela 4. Resultado de amostras (%) de supermercados e feiras Livres, positivas para Shigella spp.
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DISCUSSAO
Segundo a RDC 331/2019 da ANVISA™, seriam reprovados apenas os produtos

carneos que tivessem a presenca de Salmonella spp. e E.colia uma concentracéo de > 100
UFC/g. O que reprovaria aproximadamente 55% das amostras de supermercado, 16,6%
de amostras de feiras livres e aprovaria todas as demais amostras, mesmo estas contendo
alta carga microbioldgica de outros microrganismos.

Além disso, na lei também n&o é mencionada a presenca de microrganismo que
indicam contaminacdo por condi¢cdes higiénicas precarias, como € o caso das bactérias
halofilicas que indicam contaminacgéo sal utilizado no preparo. Também podemos citar os
coliformes totais que fazem parte de um grupo de bactérias ndo-patogénicas, entretanto,
sua presenca indica que o produto esteve em contato com material fecal. E ainda a presenca
da Shigella spp. um microrganismo patogénico, responsavel pela Shiguelose.

CONCLUSAO

Com os resultados obtidos, a carne de charque analisada pode ser classificada
como uma fonte de risco a salude publica, visto que foram detectados microrganismos
patogénicos e oportunistas que comprovam desvios na qualidade microbiolégica das
amostras, sugestivas de mas condigOes higiénico-sanitarias, as quais o produto pode ter
sido exposto entre a etapa de processamento até a comercializacdo. Vale ressaltar que,
com a presenca de bactérias contaminantes do sal, fica evidente que a salga, que deveria
servir como protecao a possiveis contaminantes nao apresenta total eficacia. Fica evidente,
também, que a lei assim como a fiscalizacéo, deveriam passar por mudangas, agindo com
mais cautela e rigor. Ainda vale ressaltar a importéncia do controle de qualidade, assim
como embalagens que protejam o alimento de contato com possiveis contaminantes ap6s
a produg¢éo, objetivando a diminuicdo da contaminagé@o do produto final, fornecendo aos

consumidores produtos com melhores condicdes.
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