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RESUMO

SILVA, A. S. CONDICOES HIGIENICOSSANITARIAS DA CARNE
BOVINA IN NATURA COMERCIALIZADA NA FEIRA LIVRE DO
MUNICIPIO DE JIQUIRICA E O USO DE QUITOSANA COMO
ANTIMICROBIANO NATURAL

O presente trabalho teve como objetivo avaliar as condi¢des sanitarias da carne
bovina in natura comercializada na feira livre do municipio de JiquiricA — Bahia, e
testar o efeito da quitosana como antimicrobiano natural para o controle
microbiolégico do alimento. Para tanto, 10 boxes de vendas de carne foram
selecionados, nos quais se avaliou os aspectos higienicossanitarios e a qualidade
microbiologica de 30 amostras de carne bovina in natura. Também foi verificado o
efeito antimicrobiano do polimero de quitosana in vitro e adicionado em bifes de
carne bovina. Em todos os pontos de venda, as carnes se encontravam expostas
em temperatura ambiente, sendo que 78,9% dos itens referentes a
comercializacdo e exposi¢cdo das carnes, estavam em desacordo com a RDC n°
275 de 21 de outubro de 2002 e RDC n°216, de 15 de setembro de 2004, da
ANVISA. Todas as amostras apresentaram contaminacdo por estafilococos
coagulase positiva, com contagens de 3,8 a 6,1 log UFC/g. Salmonella spp. foi
isolada em 30% das amostras estudadas e Listeria monocytogenes em 26,66%. A
avaliacdo da atividade antimicrobiana in vitro de filmes de quitosana nas
concentracbes de 1%, 1,5% e 2%, mostrou que a concentracdo de 2% de
quitosana apresentou maior capacidade inibitoria, frente as cepas bacterianas
testadas (Escherichia coli, L. monocytogenes, Salmonella enterica,
Staphylococcus aureus). Os bifes de carne bovina tratados com solugdo de
quitosana a 2% apresentaram reducéo da carga microbiana de 6 log UFC/g para
todas as bactérias patogénicas testadas quando comparadas com as amostras
controles. A carne bovina comercializada na feira livre de JiquiricA — Bahia
apresenta baixa qualidade microbiologica devido as mas condicbes

higienicossanitarias em que é comercializada, podendo constituir um risco a
13



saude dos consumidores. Entretanto, o uso de revestimento com quitosana pode
ser uma alternativa para minimizar a proliferagcdo microbioldgica devido a sua

eficiéncia como antimicrobiano natural.

Palavras-chave: seguranca alimentar, qualidade microbioldgica, atividade

antibacteriana.
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ABSTRACT

SILVA, A. S. CONDITIONS OF MEAT IN NATURA SANITARY
CONDITIONS BEEF SOLD AT THE FAIR FREE OF JIQUIRICA
COUNTY AND HOW TO USE NATURAL ANTIMICROBIAL
CHITOSAN

This study aimed to evaluate the sanitary conditions of fresh beef sold in the open
market in the city of Jiquirica - Bahia, and test the effect of chitosan as a natural
antimicrobial for microbiological control of food. Therefore, 10 boxes of meat sales
were selected, in which it evaluated the hygienic toilets aspects and the
microbiological quality of 30 samples of fresh beef. It was also verified the
antimicrobial effect in vitro chitosan polymer and added to the beef steaks. In all
points of sale, the meats were exposed at room temperature, and 78.9% of the
items referring to the sale and display of meat, were at odds with the RDC n. 275
of October 21, 2002 and RDC ° 216 of 15 September 2004, ANVISA. All samples
were contaminated by coagulase-positive staphylococci, with scores from 3.8 to
6.1 log CFU / g. Salmonella spp. It was isolated in 30% of analyzed and Listeria
monocytogenes 26.66% samples. The evaluation of the in vitro antimicrobial
activity of chitosan films at concentrations of 1%, 1.5% and 2%, showed that the
concentration of 2% chitosan showed a higher inhibitory capacity, compared to the
tested bacterial strains (E. coli, L. monocytogenes, Salmonella enterica,
Staphylococcus aureus). The beef steaks treated with chitosan 2% solution
showed a reduction of the microbial load of 6 log CFU / g for all the tested
pathogenic bacteria compared with the control samples. Beef sold in the open
market of JiquiricA - Bahia has low microbiological quality due to bad hygienic
toilets conditions where it is available, may pose a risk to consumer health.
However, the use of chitosan coating can be an alternative to minimize microbial

proliferation due to its efficiency as natural antimicrobial.

Keywords: food safety, microbiological quality, antibacterial activity.
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INTRODUCAO

O acesso ao alimento seguro e de qualidade € um direito de todos os
brasileiros e tem sido amplamente discutido nos ultimos tempos, especialmente,
quanto ao aspecto nutricional e a inocuidade dos alimentos (CARDOSO; SOUZA;
SANTOS, 2005; COSTA, 2014). Nesse sentido, os alimentos comercializados
devem ser seguros, ou seja, ndo devem apresentar contaminacdo, quer seja de
natureza quimica, fisica ou biolégica. Os perigos fisicos sdo 0s mais comumente
identificados pelos consumidores, enquanto 0s perigos quimicos e
microbiolégicos se destacam em um risco maior do ponto de vista da saude
publica, por serem de dificil identificacdo (RIBEIRO; FRAVET, 2010).

No Brasil, um dos grandes problemas é a comercializacdo de carne em
feiras livres uma vez que estas, geralmente, ndo possuem infraestrutura
adequada para comercializacdo de alimentos e apresentam condi¢cdes
higienicossanitarias precarias (ALMEIDA et al., 2011), favorecendo a
contaminacdo microbiolégica da carne (RAPOSO; ARAUJO; FURTUNATO,
2008). Os produtos a base de carne apresentam maior contaminacao por
microrganismos potencialmente patogénicos quando comparados com outros
alimentos (SILVA et al., 2010). Este fator faz com que os produtos carneos sejam
um dos géneros alimenticios mais envolvidos em surtos alimentares (EDUARDO;
KATSUYA; BASSIT, 2008).

As bactérias patogénicas mais comuns em carne bovina sdo Escherichia
coli, Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus, Salmonella spp. (SILVA;
BERGAMINI; OLIVEIRA, 2010) e Listeria monocytogenes (MANTILLA et al.,
2007). Dentre essas, destaca-se E. coli que compreende um grupo de bactérias
em constante mutacdo apresentando tanto cepas patogénicas quanto comensais
(WILLIANS et al., 2010), L. monocytogenes por ser resistente a grandes variacdes
de pH, temperatura e concentragcdes salinas (GANDHI et al., 2007; ZHU et al.,
2012), S. aureus que faz parte da microbiota normal da pele e mucosa de
mamiferos e aves (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012) e se destaca por ser
responsavel por surtos de intoxicacdo alimentar decorrentes da formacdo de
toxinas estafilococicas no alimento (ROCHA et al., 2013) e o patdogeno Salmonella
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spp., por ser comumente encontrado no trato gastrointestinal de animais de
producdo, o que torna os alimentos de origem animal 0s maiores responsaveis
pela veiculacdo dessa bactéria (GREIG; RAVEL, 2009).

O processo de mudancas nos padrbes nutricionais e 0s beneficios
creditados a uma alimentacdo saudavel dinamizaram intensamente todos os
setores responsaveis pela producdo de alimentos, bem como, a busca por
alternativas de conservacdo desses produtos. Esse processo de mudanca e a
crescente exigéncia do consumidor por alimentos mais seguros tém impulsionado
cada vez mais, a pesquisa por conservantes naturais e incentivado as industrias
de alimentos a implantarem politicas que minimizem o uso de aditivos quimicos
(FAI, 2000).

Os sulfitos ha muito tempo sdo largamente utilizados em produtos carneos,
entretanto, além de ser considerado um produto carcinogénico e mutagénico, a
exposicdo a este agente causa problemas respiratérios em individuos sensiveis a
esse composto (FENNEMA, 1993; NITRINI et al., 2000). Nos Estados Unidos, o
uso de agentes sulfitantes em alimentos ndo é permitido (ROLLER et al., 2002),
porém no Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) proibe a
utilizacdo desses agentes apenas em frutas frescas, vegetais e alimentos fontes
de tiamina (BRASIL, 1999).

Tendo em vista o emprego indiscriminado dos aditivos artificiais e
considerando 0s riscos impostos pelos microrganismos patogénicos em produtos
carneos, faz-se necessario a realizacdo de pesquisas que avalie a acao
antimicrobiana de produtos naturais eficientes para a conservagao de carnes sem
causar danos a saude do consumidor. Nesse sentido, 0 uso de quitosana no
controle microbiolégico tem sido estudado, por este polissacarideo apresentar
atividade antimicrobiana in vitro contra uma variedade de microrganismos de
origem alimentar (ROLLER et al., 2002; PAIVA; NETO; BATISTA, 2014) e baixa
toxicidade (BARRETEAU; DELATTRE; MICHUD, 2006). Esses estudos tém
demonstrado que a quitosana apresenta potencial antimicrobiano natural e pode
ser utilizada na conservacéo de alimentos.

A quitosana €& um polissacarideo linear derivado da quitina, presente nos
residuos de crustaceos da industria pesqueira e na parede celular de diversos
fungos (KUNIYOSHI, 2012). Nos ultimos anos, a quitosana tem sido utilizada
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como revestimento comestivel de produtos minimamente processados (SOARES
et al, 2011), filés de pescado (FERNANDEZ-SAIZ et al., 2013) e no tratamento
pos-colheita de frutas (CHONG, LAI; YANG, 2014), hortalicas (SANTOS, 2008) e
raizes (BUSO et al., 2014).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar as condi¢des sanitarias da carne bovina in natura comercializada na
feira livre do municipio de Jiquirica — Bahia, e testar o efeito da quitosana como

antimicrobiano natural para o controle microbiolégico do alimento.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar as condi¢cdes higienicossanitarias da carne bovina in natura
comercializada na feira livre do municipio de JiquiricA — Bahia, com aplicacdo de

check list.

- Aferir temperatura interna de cortes de carne bovina comercializados na feira

livre do municipio de Jiquirica — Bahia.

- Identificar a presenca dos patdgenos Listeria monocytogenes, Salmonella spp. e
estafilococos coagulase positiva na carne bovina in natura comercializada na feira

livre do municipio de Jiquirica — Bahia.

- Testar o efeito antimicrobiano da quitosana contra Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Salmonella enterica e Staphylococcus aureus in vitro e

adicionada na carne bovina.
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REVISAO DE LITERATURA

CONDICOES HIGIENICOSSANITARIAS DE CARNE BOVINA IN
NATURA COMERCIALIZADA EM FEIRAS LIVRES E O USO DE
QUITOSANA COMO ANTIMICROBIANO NATURAL
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REVISAO DE LITERATURA

CARNE

Comercialmente, denominam-se carne todas as partes dos animais que
servem de alimento ao homem (PHILIPPI, 2006) e pode ser adquiridas como
produtos frescos, congelados, embalados a vacuo, secos, salgados, defumados
ou enlatados (SOUSA et al., 2012).

O Brasil se destaca como o segundo maior produtor de carne bovina do
mundo (ABIEC, 2011). No entanto, esta posicdo estd ameacada pelas limitacBes
proprias do setor, como enfermidades que afetam a produtividade e restricbes
tarifarias impostas pelos grandes mercados mundiais (RUBIN; WAQUIL, 2013).
Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE (2013), no
segundo trimestre de 2013 o Brasil exportou 274 363 toneladas de carne bovina
in natura.

A carne é um dos produtos de origem animal mais consumido como fonte
protéica pelos seres humanos (RUBIN; WAQUIL, 2013). E uma importante fonte
de proteinas de alto valor biolégico, uma vez que, sua composicdo de
aminoacidos atende as necessidades nutricionais humanas em condi¢cdes
fisiologicas normais. Esse género alimenticio também se destaca por fornecer
micronutrientes, sendo uma das principais fontes de ferro, vitaminas do complexo
B (principalmente B12) e zinco (MEDEIRQOS, 2008). O ferro € o mineral mais
abundante na carne bovina, seguido pelo potassio, sédio, magnésio e zinco.
Todos esses minerais sdo essenciais ao ser humano (OLIVEIRA; SILVA;
CORREIA, 2013). As carnes sao constituidas aproximadamente de 75% de agua,
19% de proteina, 3,5% de substancias ndo-proteicas solluveis e 2,5% de gorduras
(LAWRIE, 2005). A elevada atividade de agua (aw), o pH e a composicao
nutricional da carne favorecem o crescimento de bactérias, leveduras e bolores.
Isso faz com que a carne seja considerada um alimento altamente perecivel
(FRANCO; LANDGRAF, 2008; ARAUJO et al., 2012).

21



A carne em suas diversas preparacgoes tem sido o alimento mais comumente
envolvido em surtos com agentes etiolégicos de doengas alimentares. No Brasil,
de acordo com dados epidemiolégicos de 2000 a 2011, dos 1.296 surtos que
ocorreram em restaurantes e padarias, a carne bovina foi considerada a classe de
alimentos mais associada aos surtos, sendo responsavel por 358 dos casos em
que o alimento foi identificado (SVS, 2011). Este fato se deve ao consumo
elevado do produto, uma vez que, de acordo com a Pesquisa de Orcamentos
Familiares (POF) de 2008 a 2009, a carne bovina juntamente com o feijao, arroz,
sucos, refrigerantes e café, ocuparam as maiores médias de consumo diario de
alimentos por pessoa no Brasil. Assim, a venda de carnes frescas ou secas
constitui um comércio importante e bastante procurado pela populacdo, mas
apresenta condicfes higienicossanitarias duvidosas. A comercializacdo do
alimento com baixa qualidade microbiolégica se deve a falta de conhecimento dos
comerciantes e consumidores, além da auséncia de fiscalizacdo (GERMANO;
GERMANO, 2008).

A contaminacdo da carne pode decorrer tanto no animal (via enddgena)
guanto post morten (via exdégena) (EVANGELISTA, 2005). A contaminacdo por
via enddgena é menos prevalente e advém de doencas estabelecidas no animal
vivo, sendo comumente provocadas por bactérias e parasitos, com destaque as
salmoneloses, traquinose e teniase (LAWRIE, 2005).

Os principais meios de contaminacdo da carne, durante o abate e
manipulacéo, sao as facas utilizadas para sangria, que nédo sendo esterilizadas
antes de cada abate pode carrear microrganismos contaminantes; a pele do
animal que pode ser um contaminante da faca de sangria ou contaminar as
carcacas em locais feridos; o trato gastrintestinal e os ndédulos linfaticos que
possuem uma elevada e variada microbiota e, se perfurados, podem contaminar
toda a carcaca; as maos dos manipuladores que se configuram como uma das
mais importantes fontes de contaminagao cruzada; os recipientes em que a carne
€ armazenada, que ndo sendo esterilizados carreiam microrganismos
contaminantes; bem como, o ambiente de manuseio e armazenamento que
podem permitir a contaminacéo da carne (JAY, 2005). Além disso, a inadequacao
no transporte e suas etapas posteriores tais como o processo de refrigeracao,
sucessivos processos de congelamento e descongelamento, subdivisdo das
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pecas, exposicdo ao ar e ao ambiente, condi¢cdes e técnicas de manipulacao,
embalagem e armazenamento inadequados, também s&o considerados
importantes fontes de contaminacéo para a carne (EVANGELISTA, 2005).

O controle higienicossanitario da carne é importante, uma vez que mesmo
obtida a partir de animais sadios, a sua qualidade depende ndo s6 da microbiota
natural, mas de contaminantes patogénicos e deteriorantes, bem como da higiene
durante todo o processo produtivo e de beneficiamento, pois a matéria-prima
sofre deterioragdo proteica logo que termina o processo de rigor mortis
(OLIVEIRA; NASCIMENTO; FIORINI, 2002; PEREIRA et al., 2009).

A microbiota normal de produtos a base de carne bovina é composta,
predominantemente, por bactérias Gram-negativas da familia Enterobacteriaceae
e género Pseudomonas; e por Gram-positivas dos géneros Enterococcus,
Lactobacillus e Staphylococcus (JAY, 2005). Nesse sentido, a resolucdo RDC
n°12/2001 da ANVISA (BRASIL, 2001) estabelece parametros aceitaveis para
contagens de alguns microrganismos em carnes a fim de garantir a seguranca do
alimento.

A deterioracdo da carne pode ser observada por alteragdo das
caracteristicas organolépticas como cor, odor e o surgimento de limo superficial
resultante do crescimento microbiano. Geralmente essas alteragcbes comecam a
ocorrer quando a populacdo microbiana, em sua superficie, atinge valores de 10’
a 10® UFC/g (DAINTY; MACKEY, 1992).

FEIRAS LIVRES

A feira livre foi criada oficialmente no final de 1904, no Rio de Janeiro e
caracteriza-se como uma forma de mercado varejista ao ar livre. Realizada
semanalmente, a feira livre é organizada como servico de utilidade publica dos
municipios e esta voltada para a comercializacdo de produtos da regido
(MASCARENHAS; DOLZANI, 2008). Porém, ndo se configura apenas como um
local de compra e venda, mas também de encontros e lazer, troca de
informacdes, articulacdes politicas ou diversdo (ALMEIDA et al., 2011).

A forma de comercio da feira possibilita aos consumidores comprar produtos
com precos variados entre os comerciantes de uma mesma mercadoria, pois

possui uma concentragdo de comerciantes em um unico lugar e apresenta livre
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concorréncia. Isso gera um impacto positivo sobre o preco dos produtos
(COUTINHO et al., 2007; LUNDGREN et al., 2009).

No Brasil ndo existir uma legislacéo especifica para as feiras o que dificulta a
compreensao do que é adequado para comercializacdo de géneros alimenticios
nos estabelecimentos, até mesmo, para os agentes de fiscalizacdo. Uma vez que,
baseado nas normas gerais para comercializagdo de alimentos, o0s
estabelecimentos das feiras livres ndo possuem as condi¢cdes basicas para o
correto controle higienicossanitario exigido para a venda desses produtos
(BEIRO; SILVA, 2009), isso torna a fiscalizagéo nas feiras livres ainda mais dificil.
Nesse contexto, continua sendo permitida a comercializacdo de produtos
pereciveis nas feiras livres, como a carne in natura que é exposta a venda em
condicbes inadequadas de armazenamento e sem refrigeracdo. O fato da
temperatura ambiente no Brasil ser elevada, sendo este um pais tropical, torna a
carne bovina comercializada nessas condi¢bes, um risco para a saude do
consumidor (BARROS; VIOLANTE, 2014).

Almeida et al. (2011), em um estudo realizado com carnes comercializadas
na feira livre de Paranatama, PE, relataram que o alimento era exposto a venda
em temperatura ambiente, sobre superficies de madeira forrada com pedacos de
papeldo ou lona plastica e/ou penduradas em ganchos de ferro oxidado,
favorecendo assim a contaminac¢ao do produto.

Um dos problemas para melhoria do controle higienicossanitario dos
produtos de origem animal comercializados em feiras livres no Brasil, € a
resisténcia por parte dos feirantes em adequar suas praticas higiénicas, uma vez
que, os habitos de higiene, sdo herdados e transmitidos por geracbes de
feirantes. Essas praticas ndo sdo mudadas facilmente apenas com a
determinacdo de normas, com a oferta de cursos esporadicos ou a realizacdo de
acOes coativas de fiscalizacdo e controle. Essas a¢des tém pouca influéncia na
mudanca dos habitos de higiene dessa categoria. Para eles, a ideia central de
contaminagao esta associada a alteracdo nas caracteristicas visiveis do produto e
nao a presenca de um contaminante bioldgico ou quimico. Nesse sentido, a feira
€ um espaco de significacbes que necessita ser entendido para que as
intervencdes sanitarias sejam viaveis. Uma vez que, para muitos vendedores, a
limpeza do lugar é utilizada como estratégia de marketing e ndo como um aspecto
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de saude. Para eles, deve-se manter a limpeza para atrair clientes e ndo porque a
falta de higiene contamina o alimento e provoca doencgas (MINNAERT; FREITAS,
2010).

FEIRA LIVRE DO MUNICIPIO DE JIQUIRICA - BAHIA

O municipio de Jiquirica — Bahia esta localizado a 258 km de Salvador,
capital da Bahia, na regido do Vale do Jiquirica, Bahia, Brasil, que lhe confere um
clima tropical. Esse municipio apresenta uma extenséao territorial de 236,741km2,
estando limitado ao Sul, por Laje, a Oeste, por Mutuipe e Laje, a Leste por
Teolandia e ao Norte por Ubaira. A populacdo estimada em 2015 é de 15.033
habitantes e a densidade demogréfica € de 58,97 hab/ km2. Suas atividades
produtivas estdo vinculadas a Regido Econémica do Recbncavo Sul (IBGE,
2015).

Amargosa
Brejdes

Laje

Butuipe

Santa Inés

Presidente Tancredo
Newes

|Jaguaguara

Teolandia il

Figura 1- Mapa de localizacdo do municipio de Jiquirica — Bahia (Fonte: IBGE,
2015)

Rico em recursos hidricos, o municipio de Jiquirica possui belas cachoeiras
que atraem turistas e nativos que ndo habitam mais no municipio. Outro ponto de
encontro importante do municipio € a feira livre municipal que tradicionalmente é
conhecida em toda a regido e constituiu uma das primeiras atividades comerciais
desenvolvidas na cidade. Sua existéncia remonta a historia da origem da propria

cidade, quando em seus primérdios localizava-se nos arredores da atual Praca
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Dom Floréncio. A feira livre de Jiquiricd — Bahia € um local publico em que muitas
pessoas trabalham para sustentar suas familias através da venda de mercadorias
variedas que movimentam a economia local. Além disso, € um atrativo comercial
qgue recebe visitas, principalmente aos sabados, de pessoas residentes na zona
rural do municipio e dos moradores da cede para adquirir produtos de origem
animal (carnes, ovos, leite e animais vivos) ou vegetal (frutas, hortalicas, parte de
plantas medicinais, mudas de plantas, sementes etc.) cultivados na zona rural do
municipio, ou ndo. Ha& também a comercializacdo de produtos como roupas e
utensilios domésticos vendidos por ambulantes que muitas vezes séo oriundos de
outros municipios.

Segundo informacdes da Vigilancia Sanitaria Municipal de Jiquirica (2015), a
carne bovina in natura comercializada na feira livre do municipio, atualmente, é
oriunda de um abatedouro localizado em um municipio vizinho. O tipo de carne
mais comercializado na feira livie do municipio de JiquiricA — Bahia é a carne
bovina, tendo em vista que dos 30 boxes que comercializam carne, 27 sao de
carne bovina, sendo que 19 boxes comercializam carne bovina in natura, cinco

carne de sol e trés charque.

DOENCAS VEICULADAS POR ALIMENTOS

Resultantes da ingestdo de agua e/ou alimentos contaminados por toxinas,
agrotoxicos, bactérias, virus, prions, produtos quimicos e metais pesados
(BRASIL, 2005), as doencgas veiculadas por alimentos (DVA) constituem um
grande problema de saude publica. Sendo disseminada em diversos paises e
podendo alcancar um numero alarmante de individuos (OLIVEIRA et al., 2013).
Dentre as DVA, destacam-se as infeccdes causadas por células vivas de
microrganismos patogénicos, apos a ingestdo de alimentos contaminados por
estes; as intoxicagdes causadas pelo consumo de alimentos contaminados com
toxinas de origem bacteriana e/ou fungica e as toxinfeccfes causadas pela
ingestdo de alimentos contaminados com microrganismos que liberam toxinas
apos infectar o organismo (BARBOSA, 2009).

As DVA podem provocar anorexia, vomito, cefaleia, nauseas e/ou diarreia,

gue sao sinais e sintomas resultantes das alteragdes do aparelho gastrointestinal.
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Essas alteracdes podem variar de acordo com o organismo ou toxina encontrada,
qguantidade de alimento ingerido e com o sistema de defesa do individuo
(FLORES; MELO, 2015). Dessa forma, alguns grupos de pessoas Ssao mais
suscetiveis a apresentarem DVA, sendo estes, pertencentes a populacéo de risco
como mulheres gravidas, recém-nascidos, criangas, idosos e individuos
imunocomprometidos (LITTLE et al., 2010). O envelhecimento das populagbes
esta diretamente relacionado com o aumento do numero de DVA em diversos
paises (BRONER et al., 2010). Além disso, a incidéncia das DVA tem relacdo com
0s aspectos politicos, econémicos, sociais, ambientais e culturais dos paises
atingidos (BRASIL, 2012). Nesse sentido, as mudancas nos habitos alimentares,
aumento no numero de refei¢cdes coletivas e mudancas nos processos de criacao
dos animais, sdo possiveis fatores de risco para 0 aumento do numero de
ocorréncias de DVA (SILVA et al.,, 2011). Contudo, problemas na manipulacdo
dos alimentos tém sido identificados como sendo a principal causa envolvida em
surtos de DVA (BRONER et al., 2010).

No periodo de 2000 a 2013, a regido Sudeste representou 39,8% dos casos
notificados de DVA no Brasil, seguido da regido Sul com 38,9% e da regiao
Nordeste com 11,9%. A regido Norte apresenta o0 menor percentual, com apenas
3,5% dos casos notificados no pais. A carne bovina € o quinto alimento mais
envolvido em surtos alimentares no Brasil, sendo responsavel por 345 casos do
total de surtos nesse periodo. Os principais microrganismos envolvidos nesses
casos foram Salmonella spp., S. aureus e E. coli (SINAN, 2015).

No Brasil os casos de DVA sdo subnotificados, dessa forma, faz-se
necessaria a criacdo e implantacdo de medidas eficazes para a notificacao
fidedigna desses agravos em todas as regides brasileiras, para que os relatos
epidemioldgicos se tornem mais confidveis e favoreca as acfes preventivas e de
monitoramento. Pois, o impacto causado por estas doencas alcanca niveis
preocupantes a cada ano acarretando grandes prejuizos a saude publica,
sociedade, industrias e turismo (OLIVEIRA et al., 2013).
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Escherichia coli

O género Escherichia pertence a familia Enterobacteriaceae e € composto
pelas espécies E. blattae, E. fergusonii, E. hermanii, E. vulneris, E. albertii e a E.
adecarboxylata e E. coli, sendo esta ultima a de maior importancia prética,
englobando grande numero de grupos e tipos soroldgicos. Estes sorogrupos sao
definidos através de seus antigenos O, K e H, que nem sempre sédo apresentados
simultaneamente (GARRITY; BELL; LILBURN, 2004). Compreende um grupo de
bactérias em constante evolucdo que incluem tanto cepas patogénicas quanto
comensais. A diversidade patogénica da E. coli resulta da insercdo e delecao de
genes, que determinam diferentes propriedades de viruléncia para cada isolado
bacteriano (WILLIANS et al., 2010). E. coli € um bastonete curto, Gram-negativo,
nao esporulado, que usualmente se move por flagelos peritriquios, além de ser
anaerobio facultativo (JAY, 2005).

Escherichia coli pode ser encontrada na agua, no solo, em residuos, ou
qualquer outro local contaminado com dejetos humanos ou de outros animais. Por
isso, e por ser de facil isolamento nos meios de cultura convencionais e resistente
por um periodo de tempo maior no ambiente, essa bactéria € utilizada como
indicador de contaminacao fecal em agua e alimentos (SOUSA, 2006).

Considerando que E. coli € um microrganismo que habita o trato intestinal de
humanos e de animais de sangue quente, a exemplo dos bovinos, os cortes de
carne bovina podem ser contaminados com essa bactéria durante o abate, caso

ndo haja um adequado controle sanitario durante esse processo (MOLINA, 2013).

Listeria monocytogenes

7

Listeria monocytogenes é um cocobacilo Gram-positivo, catalase positiva,
nao forma esporos e produz acido latico a partir de glicose e de outros agucares.
Cresce em baixas concentracdes de oxigénio e em altas concentracdes de
diéxido de carbono e séo bactérias anaerdbias facultativas. Consegue se
multiplicar em uma faixa de temperatura de 0,4 a 45°C, em pH que varia de 4,1 a
9,6, e em substratos com aw de 0,92 ou mais, podendo crescer em altas

concentracdes de sal, com salmoura de 10% (JAY, 2005).
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Patogeno intracelular facultativo, L. monocytogenes pode crescer em
macrofagos, células epiteliais e fibroblastos cultivados. Todas as cepas virulentas
produzem uma hemolisina, a listeriolisina tipo O, que estd geneticamente
relacionada com a Estreptomicina tipo O e a Pneumolisina (MURRAY et al.,
2000). Os mecanismos pelos quais essa bactéria causa listeriose ainda nao estédo
bem definidos. Sabe-se, entretanto, que ela produz toxinas hemoliticas
(hemolisinas) e toxinas lipoliticas, responsaveis pelo aumento na producédo de
monaocitos e pela depressao na atividade de linfocitos (MARTH, 1988).

Em humanos, a listeriose causa septicemias, abortos e danos ao sistema
nervoso central, ocasionando meningites (GYLES et al., 2004). Dessa forma,
apesar da baixa incidéncia, a listeriose representa importante risco a saude
publica devido ao elevado grau de severidade das sequelas e o alto risco de
mortalidade (CRUZ; MARTINEZ; DESTRO, 2008). O periodo de incuba¢do pode
variar de 20 horas, apés a ingestédo de alimentos contaminados, a 20-30 dias, nos
casos de doencas invasivas (DWIGHT; YUAN, 2009).

Em fevereiro de 2000, sete pessoas, entre elas dois recém-nascidos, foram
vitimas de uma epidemia causada por L. monocytogenes na Franca e morreram.
Outras 23 ficaram hospitalizadas com os classicos sintomas: febre alta, cefaleia e
problemas intestinais. Indicios apontaram, com base na analise dos resultados,
gue a epidemia localizada em 19 distritos franceses, teve a sua origem em uma
casa de produtos carneos (COLACO, 2008).

Listeria monocytogenes é encontrada na natureza e no trato intestinal dos
animais, dessa forma, € comum a contaminacdo da carcaca e cortes de carne por

esse patdgeno durante o abate e processamento (MANTILLA, 2007).

Salmonella spp.

Salmonella spp. pertence a familia Enterobacteriaceae e sao bacilos Gram-
negativos nado produtores de esporos. Anaerobios facultativos, produzem gas e
acido a partir da glicose (exceto Salmonella Typhi), bem como utilizam citrato
como unica fonte de carbono (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

O género é composto por duas espécies: S. bongori e S. enterica. A espécie

S. enterica € dividida em seis subespécies: S. enterica subsp. enterica, S. enterica
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subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S.
enterica subsp. houtenae e S. enterica subsp. indica (WINN, et al., 2008).
Atualmente, existem 2.610 sorotipos descritos, sendo a maioria destes
pertencentes a S. enterica subsp. enterica (GUIBOURDENCHE et al., 2010). A
maior parte desses sorotipos é patogénica ao homem, podendo causar diferentes
sintomatologias, a depender do mecanismo de patogenicidade e da resposta do
sistema imunologico do individuo (FDA, 2015). Dentre os sorotipos de S. entérica,
destacam-se os mais frequentemente relacionados com infecces em humanos
como S. entérica sorotipo Enteritidis, S. entérica sorotipo Typhimurium, S. entérica
sorotipo Newport, S. entérica sorotipo Heidelberg, S. entérica sorotipo Infantis, S.
entérica sorotipo Virchow, S. entérica sorotipo Hadar e S. entérica sorotipo Agona,
distribuidos em proporcdes diferentes nas diversas regides do mundo (JONES et
al., 2008).

Os dados epidemiologicos de DVAs, apresentados pelo Ministério da Saude
na ultima década, mostra que cerca de 40% foram causados por Salmonella spp.,
isso demonstra a importancia das boas praticas de manipulacdo para o controle
dessa bactéria nos géneros alimenticios (BRASIL, 2012). Desta forma, a
constante vigilancia da presenca de Salmonella spp. em produtos alimenticios &
de grande importancia para o fornecimento de alimentos microbiologicamente
seguros (PUFFAL, 2013), uma vez que, a incidéncia e severidade de doencas
como a salmonelose tem aumentado significativamente em humanos (LEE et al.,
2015).

Staphylococcus spp.

Pertencente a familia Staphylococcaceae, o género Staphylococcus é
formado por bactérias Gram-positivos em forma de cocos, sdo microrganismos
anaerobios facultativos, imoéveis que tendem a formar agrupamentos em formato
semelhante a cachos de uva, se desenvolvem entre 7°C e 47,8°C e produzem
enterotoxinas em temperaturas que variam entre 10°C e 46°C (GERMANO;
GERMANO, 2008). Estafilococos coagulase positiva s&o considerados
patogénicos, enquanto Staphylococcus coagulase negativa sao classificados

apenas como contaminantes em alimentos (RALL et al., 2010). Staphylococcus
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coagulase positiva e catalase positiva coagulam o plasma de diferentes espécies
animais e sao produtoras de acido a-toxina (toxina hemolitica). Nos meios
seletivos mais usados (Baird-Parker agar) formam colbnias circulares negras,
apresentando a capacidade de hidrolisar a lecitina. Crescem em meios com pH
entre 4,5 e 9,3 (pH ideal entre 7,0 e 7,5), com baixos niveis de atividade de agua
(aw = 0,83) e com elevada pressdo osmdética (CFSAN, 2009).

As enterotoxinas produzidas pelo S. aureus s&o consideradas
superantigenos, que se caracterizam por ligacdes simultaneas ao Complexo
Maior de Histocompatibilidade (MHC) de classe Il na célula apresentadora de
antigeno e aos receptores de células T, sem a presenca de antigenos especificos.
Com essa ligacdo ocorrem efeitos sistémicos como febre alta, vémito, diarreia e
disfuncbes hepaticas e renais (FERNANDEZ et al., 2006).

Staphylococcus coagulase positiva € um dos maiores causadores de
intoxicacdo de origem alimentar, porém pode estar presente como um membro
persistente ou temporario na microbiota nasal humana, sem causar nenhum
sintoma. Dessa forma, a presenca dessa bactéria nos alimentos € frequentemente
causada pela manipulagédo inadequada de alimentos, por pessoas portadoras
deste microrganismo (HATAKKA et al., 2000).

A carne bovina pode ser contaminada por esse patdgeno durante o abate e
manipulacdo, uma vez que, além de estar presente nas maos, via oral e nasal de
humanas as bactérias do género Staphylococcus também sédo encontradas no
couro de bovinos (ROSINA; MONEGO, 2013).

QUITINA E QUITOSANA

A quitosana € um polimero linear de D-glicosamina, obtido a partir da
desacetilagédo parcial da quitina (AIROLDI, 2008; BADAWY; RABEA, 2009),
enquanto a quitina € um polissacarideo formado por mondémeros de (B-(1-4) 2-
acetamido-2-deoxi-D-glicose (N-acetilglicosamina) insolivel em agua e solventes
organicos (FRANCO et al.,, 2005; NITSCHKE et al.,, 2011). Dessa forma, a
diferenca entre a quitosana e a quitina é a substituicdo do grupo acetamino na
posicdo 2 da quitina, pelo grupo amino na quitosana (Figura 2) (MOURA et al.,

2006; PINTO, 2011).
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A quitina € um biopolimero, atoxico, biodegradavel, amplamente distribuida
na natureza (FRANCO et al., 2005), encontrado principalmente em exoesqueletos
de artropodes (crustaceos e insetos) e na parede celular de alguns fungos.
Também esta presente nas radulas dos moluscos e nos cefaldpodes como polvos
e lulas (KUNIYOSHI, 2012). Comp0de de 15-30% do exoesqueleto de caranguejo
e no camardo essa composicao fica em torno de 30-40% (TASKIN; CANISAG,;
SEM, 2014).
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Figura 2 - Estrutura quimica da quitina e quitosana (ABREU et al., 2013)

Os primeiros relatos do isolamento de quitina datam de 1811, pelo professor
francés Henri Braconnot quando trabalhava com fungos, denominando-a
inicialmente como fungina (MATSUI, 2007). Em 1859, o professor C. Rouget
descobriu que ao se tratar a quitina com solventes alcalinos, obtinha-se um
derivado soltvel em meio acido. Esse derivado foi chamado quitosana por hoppe-
Seiler (MUZZARELLI et al., 2012).

Apesar de sua ampla distribuicdo e disponibilidade na natureza, a quitina é
subaproveitada, sendo extraida comercialmente apenas da casca de crustaceos,
principalmente de caranguejos, lagostas, camaréo e siri (DAMIAN et al., 2005;
KUNIYOSHI, 2012). A quitina isolada de carapacas de crustaceos € submetida a
etapas de pré-tratamento, desmineralizacdo, desproteiniza¢do, desodorizacdo e
secagem (MOURA et al., 2006; PINTO, 2011). ApOs esses processos, a quitina é
convertida em quitosana por desacetilacdo com solucdo de NaOH concentrada.
Isto causa mudancas no peso molecular e no grau de desacetilacdo (DAMIAN et

al., 2005). Na reacdo de hidrélise sdo removidos grupos acetila da quitina,
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ocorrendo a liberagdo de grupos amino que ajudam na natureza catidnica da
quitosana resultante (OLIVEIRA, 2006).

O grau de desacetilacdo apresenta-se como uma caracteristica muito
importante, rotulando o polimero como quitinico ou quitosanico. Deste modo, a
medida que aumenta o grau de desacetilagdo, aumenta também a solubilidade da
quitosana em meio aquoso, atribuindo carga positiva a esse polimero, o que
favorece as reacdes com polimeros anidnicos e em superficies com carga
negativa (TORRES, 2009). A quitosana é solluvel na maioria das solucdes de
acidos organicos com pH inferior a 6,0 (GOOSEN, 1996). Ja a quitina apresenta
baixa reatividade e € praticamente insolUvel, por isso tem aplicacdo mais limitada
gue a quitosana (AZEVEDO et al., 2007; AIROLDI, 2008; KUNIYOSHI, 2012).

O Japédo e os Estados Unidos sdo considerados os principais paises
produtores e consumidores de quitina e quitosana, entretanto, outros paises ja
mostraram interesse e passaram a desenvolver pesquisas e produzir esses
polimeros. No Brasil, apesar do grande potencial hidrico que favorece a industria
de processamento de crustaceos no pais, a producdo desses polimeros é
considerada baixa (ASSIS; DOUGLAS, 2008).

A quitosana por ser um produto natural, de baixo custo, renovavel,
abundante e atoxico, vem sendo estudada e utilizada em diversas areas como a
area médica (FRAGUAS, 2015), farmacéutica (SILVA; FIDELES; FOOK, 2015),
agricola (CAMPOS; KWIATKOWSKI; CLEMENTE, 2011), cosmeética
(KUNIYOSHI, 2012), em tratamentos de agua (SANTANA et al., 2013) e na
industria de alimentos (ORGAZ et al.,, 2013). Além disso, esse polimero é
degradado por varias enzimas proteoliticas e por isso apresenta propriedades
biolégicas como: antioxidante, antimicrobiana, analgésica, inibe a absorcdo de
colesterol e favorece a perda de peso (MARICATO, 2010).

Baldrick (2010) em um estudo sobre o uso de quitosana como excipiente
conclui que a administragcdo oral parece segura uma vez que os dados
toxicoldgicos indicam que altas doses sao bem toleradas por ratos e coelhos. Em
humanos, a ingestdo oral através de suplementacdo dietética ndo apresentou
efeitos adversos. A probabilidade de acumulo de quitosana no organismo € baixa,

pois quando absorvido esse polimero é convertido em derivados de glucosamina
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e sdo naturalmente excretados ou usados como fonte de agUcares e aminoacidos
pelo organismo (KEAN; THANOU, 2010).

No Japéao a quitosana € um ingrediente comum em alimentos e na Europa é
utilizada como anticolesterolémico, pois pode reduzir os niveis séricos de
colesterol em 20 a 30% em humanos (ABRAM; HIGUERA, 2004). No Brasil
polimeros de quitosana podem ser adicionados aos alimentos e estes produtos
alimenticios podem apresentar propriedade funcional por auxiliar na reducédo da
absorcao de gordura e colesterol da dieta (BRASIL, 2008).

Na industria alimenticia, a quitosana oferece um amplo espectro de
aplicacbes, como a formacédo de filmes biodegradaveis (SOUSA et al., 2015),
recuperacdo de subprodutos, purificacdo de agua, clarificacdo de sucos,
emulsificante de aromas, agente antioxidante e estabilizante (BORGONGNONI;
POLAKIEWICZ; PITOMBO, 2006), além da sua acao antimicrobiana que tem sido
testada no controle microbioldgico de alimentos (SHEKARFOROUSH et al., 2015;
WANG et al., 2015).

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE QUITOSANA

Pesquisas inovadoras tem sido desenvolvidas com quitosana a fim de
otimizar o seu potencial de aplicacdo como bioconservador em alimentos, uma
vez que esse polimero apresenta atividade inibitéria, in vitro, contra bactérias
Gram-positiva e Gram-negativa, patogénicas de importancia em saude publica e
muitas de origem alimentar (HAYES et al., 2008; SHIH-BING, 2009; RAMIREZ,
2011).

A atividade antibacteriana dos polimeros de quitosana varia de acordo com o
peso molecular, grau de desacetilacdo e sensibilidade do microrganismo (SHIH-
BIN, 2009; CORTEZ-VEJA et al., 2013). Badawy e Rabea (2009) ao testarem
guitosana com diferentes pesos moleculares (0,25 e 0,5 mg/mL) sobre o
crescimento micelial de Botrytis cinerea do tomate, relataram que quanto menor o
peso molecular da quitosana, maior a atividade antifingica. Resultado semelhante
foi encontrado por Hernandes-Lauzardo et al. (2008) ao avaliarem o efeito dos
diferentes pesos moleculares (1,0; 1,2 e 2,0 mg/mL) de quitosana sobre Rhizopus

stolonifer do tomate, verificaram que o baixo peso molecular foi mais eficiente na
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inibicdo do crescimento micelial, enquanto o alto peso molecular reduziu a
esporulacdo, germinacao e alterou a morfologia dos conidios.

A quitosana tem sido reconhecida como um antimicrobiano natural com
caracteristicas fisico-quimicas que resultam em propriedade de facil formacéao de
gel. Tais géis, quando aplicados sobre alimentos formam filmes protetores
comestiveis com estrutura hanoporosa e invisiveis que se aderem aos alimentos
(AIDER, 2010).
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Capitulo 2

ANALISE MICROBIOLOGICA E CONDICOES
HIGIENICOSSANITARIAS DE CARNE BOVINA COMERCIALIZADA
NA FEIRA LIVRE DE JIQUIRICA, BAHIA
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Resumo: O presente estudo objetivou avaliar as condicdes higienicossanitarias da carne
bovina comercializada na feira livre do municipio de Jiquirica - Bahia, bem como realizar
contagem de estafilococos coagulase positiva e pesquisa de Salmonella spp. Foram
avaliados 10 boxes de vendas, nos quais se analisou 30 amostras de carne bovinain natura.
Em todos os pontos de venda, a carne se encontrava exposta a risco de contaminacéo,
como a manipulagdo do género alimenticio pelos consumidores no momento de escolha do
corte e manipulacdo simulténea da carne e de dinheiro pelos agougueiros. Os maiores
indices de inadequacdo foram referentes a comercializacdo e exposi¢ao das carnes, em que
78,9% dos itens avaliados se encontravam em desacordo com as legislagdes RDC n° 275 e
RDC n° 216 da ANVISA. Os quesitos relacionados as instalacfes, equipamentos e utensilios,
apresentaram 54,5% de inadequacdo. As carnes eram expostas em temperatura ambiente,
apresentando temperaturas interna muito acima das permitidas por lel (24 a 28°C). Todas
as amostras apresentaram contaminagéo por Saphylococcus coagulase positiva, com
contagens de 3,8 a 6,1 log UFC/g. Salmonella spp foi identificada em 30% das amostras
analisadas. A carne bovina comercidizada na feira livre estudada se encontra impropria
para 0 consumo humano, constituindo assim, risco a salde do consumidor.

Palavras-chave: Salmonella, Saphylococcus, temperatura.

Microbiological analysis and sanitary hygienic conditions of beef marketed in the

open market of Jiquirica, Bahia

Abstract: This study aimed to assess the sanitary hygienic conditions of the beef sold in
the open market in the city of Jiquirica - Bahia as well as perform counting coagulase
positive Saphylococcus and Salmonella spp search. We evauated 10 tents of sales, in
which analyzed 30 samples of fresh beef. At all points of sale, the flesh lay exposed to risk
of contamination, such as handling of foodstuff by consumers at the time of choosing the
court and simultaneous handling of meat the money by butchers. The greatest inadequacy
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rates were referring to the sale and display of meats, in which 78.9% of the assessed items
were in violation of the laws RDC N°. 275 and RDC N°. 216 Anvisa. The items related to
facilities, equipment and utensils, showed 54.5% of inadequacy. The meats were exposed
at room temperature, with internal temperatures well above those permitted by law (24°C
to 28°C). All samples were contaminated by coagulase-positive Saphylococcus, with
scores from 3.8 to 6.1 log CFU / g. Salmonella was identified in 30% of samples. The beef
marketed in the studied street market is unfit for human consumption, thus constituting risk
to consumer health.

Key words: Salmonella, Staphylococcus, temperature.

| ntroducéo

A carne bovina apresenta um elevado teor de proteinas com alto valor bioldgico,
sendo esta uma caracteristica positiva que é determinada pelo seu contelido em
aminoacidos essenciais e pela digestdo dos mesmos. Além disso, as carnes apresentam
todas as vitaminas lipossoluveis (A, D, E, K) e as vitaminas do complexo B. Quanto aos
minerais, o ferro € o que mais se destaca nesse género alimenticio, seguido pelo potassio,
sodio, magnésio e zinco, todos essenciais a0 ser humano (OLIVEIRA; SILVA e
CORREIA, 2013). A &gua € o componente mais abundante da carne e um dos principais
responsaveis pelas caracteristicas de suculéncia e maciez (CHENG e SUN, 2008).

A carne bovina faz parte dos habitos aimentares do brasileiro e desempenha
importantes fungdes no organismo humano, pois é responsavel pela formacdo de novos
tecidos organicos, producdo de energia e regulacdo de processos fisiologicos (OLIVEIRA;
SILVA e CORREIA, 2013). No entanto, a carne apresenta caracteristicas intrinsecas que
favorecem o desenvolvimento de microrganismos patogénicos que podem ser transmitidos
a populagdo humana, como as bactérias dos géneros Samonella e Staphylococcus que tém
sido relatadas em surtos de Doencas Veiculadas por Alimentos (DVAS) (WELKER et al.,
2010; ALCANTARA; GATTO e KOZUSNY-ANDREANI, 2012).

As bactérias do género Salmonella estdo relacionadas as principais causas de

intoxicagdo aimentar em diversos paises, inclusive no Brasil (LEE et d., 2015). Ja as
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bactérias do género Staphylococcus sdo consideradas um dos principais microrganismos
responsaveis por toxinfecbes alimentares. Este fato esta relacionado com a producéo de
enterotoxinas termo-estaveis capazes de causar gastroenterite em seres humanos (CFSAN,
2009).

No Brasil, de acordo com dados epidemiol 6gicos de 2000 a 2011, dos 1.296 surtos
gue ocorreram em restaurantes e padarias, a carne bovina foi considerada o alimento mais
associado aos surtos, sendo responsavel por 358 dos casos em que o aimento foi
identificado (SVS, 2011). Nesse sentido, a qualidade higienicossanitaria na manipul acéo
das carnes é motivo de preocupacdo em toda etapa de producéo, especiamente no que se
refere aos locais de comercializacdo desse género alimenticio (NASCIMENTO et al.,
2014) em virtude das falhas referentes aos aspectos estruturais e higienicossanitérios,
muito comum em feiras livres. As carnes comercializadas nesse ambiente apresentam um
elevado risco de contaminacdo microbiana (LUNDGREN et a., 2009), levando a
diminuicdo do tempo de vida Uutil do produto e elevando o risco de ocasionar toxinfeccdes
alimentares nos consumidores (BARROS e VIOLANTE, 2014).

No municipio de Jiquirica — Bahia, a feira acontece principalmente aos sabados,
sendo este o dia que o comércio € mais movimentado e que as pessoas vao mais a feira,
segja para comprar ou Simplesmente para encontrar amigos ou parentes. Pois, asfeiraslivres
ndo se configuram apenas como um local de compra e venda, mas também de encontros e
lazer, troca de informaces, articulagdes politicas e/ou diversdo (ALMEIDA et al., 2011).

Diante do exposto, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar as condicOes
higienicossanitarias da carne bovina comercializada nafeiralivre do municipio de Jiquirica
- Bahia, bem como realizar contagem de Staphylococcus coagulase positiva e pesquisa de

Salmonella spp.
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Material e Métodos

No periodo de abril a dezembro de 2014 foram analisadas amostras de carne bovina
in natura em 10 dos 19 boxes de comercializacdo de carne bovina da feira livre do
municipio de Jiquirica - Bahia. A selecdo dos boxes foi sistemética e inteiramente
casualizada (amostra composta e heterogénea), sendo escolhidos boxes alternados com o
intuito de construir o real foco de contaminacd microbiana. Este estudo é do tipo
transversal de caréter quantitativo e observacional.

A andlise dos aspectos higienicossanitarios da comercializacdo de carne bovina, foi
realizada por meio de observacdo visual e aplicacdo de um check list adaptado da
Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 275 de 21 de outubro de 2002 (BRASIL,
2002) e RDC n° 216, de 15 de setembro de 2004 da ANVISA (BRASIL, 2004), em que
foram analisados os seguintes itens: instalagdes, equipamentos e utensilios; higiene dos
mani pul adores, comercializacdo das carnes e exposi¢ao do produto a venda.

Foram realizadas trés coletas aos sdbados no turno matutino, sendo adquiridas na
condicdo de consumidor 10 amostras em cada coleta, perfazendo um total de 30 amostras
de 300g de carne bovina proveniente de diferentes cortes expostos a venda. Apds aquisi¢ao
aferiu-se a temperatura, em seguida, as amostras foram colocadas em sacos plésticos
estéreis, identificadas e transportadas em caixas isotérmicas para o laboratério de
Microbiologia de Alimentos e Ambienta — LABMAA, da Universidade Federa do
Recbdncavo da Bahia— UFRB, onde foram analisadas imediatamente.

No laboratério as amostras foram pesadas assepticamente em porgdes de 259 e
homogeneizadas em 225 mL de solugéo salina a 0,85%, para pesquisa de Staphylococcus e
em Caldo Lactose (CL), para pesguisa de Salmonella. As mesmas foram homogenei zadas

em Blender sanitizado, pul sando-o rapidamente duas vezes (APHA, 2001).
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A contagem de Saphylococcus coagulase positiva foi redlizada por meio da
semeadura em superficie no meio agar Baird-Park (Acumedia®), em duplicata, e as
colbnias tipicas foram submetidas aos testes de catalase e coagulase. Para a contagem
presuntiva de Staphylococcus coagul ase positiva foram selecionadas placas contendo de 30
a 300 coldnias, as colbnias tipicas foram contadas manua mente.

Para a pesguisa de Salmonella, apds o pré-enriquecimento da amostra, em CL (Difco
®), e incubagdo a 37°C por 24 horas, foi inoculado 1 mL e 0,1 mL em 10 mL de caldo
Tetrationato (TT) e caldo Rappaport (RV) e incubados a temperatura de 35 °C e 42 °C por
24 horas, respectivamente. Ap0s esse periodo, aliguotas de cada tubo foram inoculadas em
placas de Petri contendo os meios seletivos Agar Xilose-Lisina Desoxicolato XLD
(Acumedia®) e Agar Salmonella Shiguela (SS) (Himedia®). Em seguida, as placas foram
incubadas por 24 horas a 35 °C. As colnias com crescimento caracteristico de Salmonella
foram inoculadas em Agar Ferro Acucar Triplo (TSI), (Difco®) e Agar Lisina Ferro (LIA)
(Himedia®) e incubadas a 35 °C por 24 horas. A partir dos tubos com crescimento positivo
(acido na base e acalino no apice) para 0 meio agar TSI e acalino com ou sem producéo
de H,S parao meio &gar LIA, foram realizados testes bioquimicos (urease, indol, utilizacdo
do citrato e malonato) e sorol6gicos usando o soro polivalente somético (antigenos O e Vi)
da Probac®, para a caracterizacdo do género.

A andlise dos dados microbiol 6gicos foi baseada nos critérios da Resolucéo RDC n°
12, de 02 de janeiro de 2001 da ANVISA.

Os resultados foram analisados por meio da Andlise de Variancia (ANOVA) de
acordo com o delineamento inteiramente casualizado, em duplicata e trés repeticdes. As
medias das contagens de microrganismos e das temperaturas internas das amostras de
carne bovina in natura foram analisadas utilizando o teste de Tukey. O software utilizado

foi 0 SISVAR versdo 4.0 e o nivel minimo de significancia considerado foi de 5%.
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Resultados e discussao

Os percentuais de conformidade e nd conformidade das condicdes
higienicossanitarias por boxes de comercializagdo de carne bovina in natura se encontra na
tabela 1. Onde é possivel observar que a maioria dos itens avaliados esta em desacordo
com a legislagdo vigente, pois os percentuais de ndo conformidade variam entre 62% e
78%. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre esses valores por boxes (p>
0,5).

Tabelal. Percentuais de conformidade e ndo conformidade das condigdes

higienicossanitérias por boxes de comercializagdo de carne bovina in natura avaliados na
feiralivre do municipio de Jiquiricd, Bahia, Brasil.

Boxes Avaliados

Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 BI10

Conforme (%) 28 32 24 36 30 25 22 38 28 24

N&o conforme (%) 72 68 76 64 70 75 78 62 72 76

No quesito comercializacdo e exposicdo das carnes 78,9% dos itens avaliados se
encontravam em desacordo com a legislacéo vigente, quanto a higiene dos manipuladores
72,9% estava inadequada e com relacdo as instalacfes, equipamentos e utensilios 54,5%
apresentaram inadequacdo (Figura 1). A ocorréncia de menor percentual de ndo
conformidade nesses Ultimos quesitos pode estar relacionado com o fato da estrutura de
cada boxe apresentar pia para lavagem das maos, balcdo refrigerado e bancadas com
acabamento liso, impermedvel e de facil higienizagdo, conforme exigido pela RDC n° 275
de 2002.

O elevado percentual de inadequacdo referente a comercializacdo e exposicdo das
carnes, esta associado ao fato de que em 100% dos boxes, as carnes sdo expostas em
temperatura ambiente, mesmo havendo balcdes refrigerados em todos os boxes de

comerciaizacdo de carne bovina in natura. Outros pontos criticos observados durante a
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comercializagcdo € que em 100% dos boxes os consumidores manipulam as carnes no
momento de escolha do corte e os agougueiros recebem o dinheiro e manipulam a carne ao
mesmo tempo, sem lavar as maos. Além disso, mesmo havendo pia para lavagem das
maos, em 70% dos boxes 0s acougueiros utilizam toalha de tecido de algodéo para limpeza
das mdos e a mesma toaha também é utilizada para limpeza de superficies e
equipamentos, isso faz com que o risco de contaminacéo cruzada aumente. Esta prética
também foi observada por Oliveiraet al. (2008).

Figural. Percentuais de adequacéo e inadequacdo das condicfes higienicossanitarias da

comercializacdo de carne bovinain natura nafeiralivre do municipio de Jiquiricé, Bahia,
Brasil.

i

Comerecializagdo e exposigdo das 78.9%

carnes 21.1%

72.9%
Higiene dos manipuladores 271 Inadequado
. ()

B Adequado

.

InstalagBes, equipamentos e 54.5%
utensilios 45.5%

|

0.0% 20.0% 40.0% 60.0% 80.0% 100.0%

O habito dos consumidores tocarem a carne no momento da escolha, esta relacionada
a avaliacdo da qualidade do produto, uma vez que um dos aspectos importantes a serem
observados na comercializagdo das carnes sdo as caracteristicas fisicas ou sensoriais, por
estarem associadas com a aceitacdo e satisfagcdo do consumidor no momento da compra
(OLIVEIRA et a., 2011). Nesse sentido, os consumidores geralmente compram 0S
produtos que transmitem confiangca e que apresentam boas caracteristicas organol épticas

(ISRAEL et al., 2010).
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Quanto a higiene dos manipuladores, 100% néo utilizam uniformes de cor clara,
limpos e adequado a atividade, nem apresentavam maos limpas e unhas limpas e curtas;
60% usavam adornos (aliancas, relégios etc.) e 20% apresentavam lesdo nas maos. Além
disso, em 90% dos boxes verificou-se que os manipuladores conversavam demasi adamente
durante a comercializagdo das carnes. Estando, por tanto, em desacordo com a RDC N°
216 (BRASIL, 2004) que determina que os manipuladores devem apresentar uniformes
conservados e limpos, ndo devem fumar nem falar desnecessariamente, as unhas devem
estar curtas e sem esmalte e ndo devem manipular dinheiro ou praticar outros atos que
possam contaminar o alimento. Esses quesitos precisam ser observados pelo consumidor
antes da aquisicdo da carne uma vez que o manipulador tem sido considerado um dos
principais responsaveis pela contaminagdo dos alimentos (CONCEICAO; NASCIMENTO,
2014; ARBOS et a., 2015). Além disso, devem observar se 0s aimentos estédo sendo
comercializados em temperaturas adequadas (ARBOS et a., 2010), pois 0s principais
fatores de risco para contaminacdo e proliferacdo microbiana nos aimentos estdo
relacionados a fata de higiene pessoal, manipulacdo inadequada, contaminacéo cruzada e
0 bindmio tempo e temperatura (PICHLER; ZIEGLER; ALDRIAN, 2014).

Segundo o Decreto-Lei n.° 207 (BRASIL, 2008), as carnes e seus produtos devem
estar permanentemente protegidos da agdo dos raios solares, poeiras ou quaisguer outras
sujidades externas e do contato com o puoblico. Além disso, durante a
distribuicéo/comercializacdo, as carnes devem ser mantidas as temperaturas internas
exigidas para a sua conservacdo, ou sgja, refrigerada (entre -2°C e 7°C), congelada
(temperaturainferior a-12°C, com tolerancia maxima de 3°C) ou ultracongelada (inferior a
-18°C).

Além da exposicdo da carne bovina in natura a diversos contaminantes, nafeiralivre

de Jiquirica este género alimenticio € mantido em temperatura ambiente durante topo
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periodo de comercializagcdo. A temperatura interna das amostras dos cortes de carne
avaliados se encontra na tabela 2 e ndo esta em conformidade com o Decreto-Lei, 0 que
favorece a proliferacdo microbiana, principalmente por estar entre 5 - 60°C, zona de perigo
quanto ao crescimento de patogenos (BRASIL, 2004). Resultados semelhantes foram
encontrados por Ferreira et a. (2010), em feiras livres de municipios da Zona da Mata na
regidao Norte-PE, em que as carnes eram comercializadas em temperatura ambiente. 1sso
mostra que nas feiras livres continua sendo permitida a venda de produtos pereciveis, como
acarne, em temperatura ambiente (BARROS; VIOLANTE, 2014; SALES, et al., 2014).

Tabela 2. Temperatura das amostras de carne bovina in natura comercializada na feira
livre do municipio de Jiquirica, Bahia, Brasil.

Boxes Avaliados

Coletas Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10

1° coleta 25°C  27°C  24°C  25°C  26°C  25°C  25°C  27°C  28°C  26°C

2° coleta 26°C  25°C  28°C  27°C  26°C 27°C  28°C  24°C  25°C  27°C

3° coleta 27°C  24°C  25°C  28°C  27°C 24°C  26°C  25°C  27°C _ 28°C

As andlises microbioldgicas apresentaram contagens elevadas de Staphylococcus
coagulase positiva, acima de 3,8 log UFC/g (Tabela 3) em todos os boxes de
comerciaizacdo de carne bovinain natura, sem diferenca estatistica significante pelo teste
F da ANOVA (p> 0,5). A deteccdo de Saphylococcus coagulase positiva em niveis
elevados é considerado bioindicador da qualidade sanitéria inadequada dos alimentos e
sugere que esses produtos passaram por excessivo processo de manipulagéo (LUNDGREN
et a., 2009).

Embora a legisacdo brasileira ndo estabeleca limites para a contagem de
Saphylococcus coagulase positiva em carne bovina in natura, a determinacéo de limites
maximos para contagem dessa bactéria nesse alimento é necessaria, pois a carne bovina

muitas vezes é consumida sem passar por um tratamento térmico adequado capaz de
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inativar as toxinas termotolerantes produzidas por agumas cepas de Saphylococcus
coagulase positiva. Essas toxinas podem promover o aumento do peristaltismo intestinal e
causar inflamagd em todo o trato gastrointestinal, sendo as lesbes mais graves no
estdmago e parte superior do intestino delgado de humanos (BRASIL, 2010; KONEMAN,
2010). Considerando que essas toxinas sdo produzidas entre 10°C e 45°C (JAY, 2005), as
temperaturas em que as carnes sao comercializadas na feira de Jiquirica além de favorecer
a multiplicacdo do microrganismo, permitem a producdo de suas toxinas no aimento.
Esses fatores tém contribuido para o envolvimento de Saphylococcus coagulase positiva
em 20% dos surtos alimentares registrados no Brasil nos ultimos anos (BRASIL, 2009).
Tabela 3. Contagem média de Staphylococcus coagulase positiva e presenca de Salmonella

Spp em carne bovinain natura comercializada nafeiralivre do municipio de Jiquiricd, Bahia,
Brasil.

BOXESAVALIADOS
MICRORGANISMOS (Log UFC/g)
BL B2 B3 B4 B5 B6 B/ B8 B9 BIO

Staphylococcus coagulase
positiva 58 56 56 56 47 61 58 49 53 54

Salmonella spp - - + - - + o+ - + +

- = Auséncia de Salmonella spp
+ = Presenca de Salmonella spp
RDC n°12 02/01/2001, preconiza auséncia de Salmonella spp. em 25g de carne bovinain natura.

Quanto a pesquisa de Salmonella spp, foi possivel identificar sua presenca em 30%
(09) das amostras estudadas, distribuidas em 50% (05) dos boxes (Tabela 2), estando
inadequadas para o consumo de acordo com a RDC n°12 (BRASIL, 2001) que estabelece
auséncia de Salmonella sp. em 25g do produto analisado. Esses valores estdo bem acima
dos encontrados por Silvestre et a. (2013), no municipio de AlexandriaRN, gue das 35
amostras de carne bovina in natura comercializadas em feiras livres e supermercados eles

identificaram presenca de Salmonella spp em 8,5% e 2,8%, respectivamente.
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As precarias condic¢des higienicossanitérias durante a manipulagdo e comercializacéo
dos alimentos nas feiras livres sdo fatores que propiciam a contaminagdo e multiplicacdo
de microrganismos causadores de DVAs (ALMEIDA; PENA, 2011; NICOLAU et 4a.,
2014). No presente estudo, todos o0s cinco boxes que apresentaram contaminagdo por
Salmonella spp nos cortes de carne analisados encontram-se em condicOes
higienicossanitarias precérias. Estes foram 0s que apresentaram maior percentual de néo
conformidade dos itens avaliados (> a 72%), mostrando que prec&rias condigdes
higienicossanitarias identificadas com a aplicacdo do check list evidenciam os resultados
obtidos com a analise microbioldgica. No entanto correlacdo ndo foi estatisticamente
significativa (p>0,5).

Um dos problemas para melhoria do controle higienicossanitério dos produtos de
origem animal comercializados em feiras livres no Brasil, € a resisténcia por parte dos
feirantes em adequar suas praticas higiénicas, uma vez que, os habitos de higiene, sdo
herdados e transmitidos por geracBes de feirantes. Essas préticas ndo sdo mudadas
facilmente apenas com a determinacdo de normas, com a oferta de cursos esporadicos ou a
realizacdo de acles coativas de fiscalizacdo e controle. Essas agdes tém pouca influéncia
na mudanca dos habitos de higiene dessa categoria. Para eles, a ideia centra de
contaminacdo esta associada a ateracdo nas caracteristicas visiveis do produto e ndo a
presenca de um contaminante biolégico ou quimico. Nesse sentido, afeira € um espaco de
significacdes que necessita ser entendido para que as intervencdes sanitarias sgjam viaveis.
Uma vez que, para muitos vendedores, a limpeza do lugar € utilizada como estratégia de
marketing e ndo como um aspecto de salide. Para eles, deve-se manter alimpeza para atrair
clientes e ndo porque a falta de higiene contamina o aimento e provoca doencas
(MINNAERT; FREITAS, 2010; AMOR et a., 2012). Isso faz com que a carne que é

comprada, por muitos com dificuldades, pode, ao invés de trazer beneficios a saide do
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consumidor, ser um foco de contaminagdes, podendo se tornar um problema de salde
publica (OLIVEIRA; SILVA; CORREIA, 2013).

Nesse sentido, a atuacdo dos servicos de salide e vigilancia sanitéria € extremamente
importante. E indispensavel a inclusio de projetos educativos no setor aimenticio, tendo
em vista que a maioria dos surtos ocorre pela falta ou pouco conhecimento dos
mani puladores em relacdo as consequéncias da manipulacdo inadequada (OLIVEIRA et al.
2008). Umavez que as leis sanitarias ndo sdo efetivas, pois namaioria das vezes, os fiscais
municipais adotam apenas medidas coercitivas e punitivas, em detrimento de uma via
dial6gica com os feirantes (ALMEIDA; PENA, 2011).

CONCLUSOES

As carnes comercializadas em todos os pontos de venda encontravam-se expostas as
diversas fontes de contaminagdo, estavam sendo manipuladas e comercializadas fora das
normas higieni cassanitérias estabel ecidas pel as resolu¢des vigentes no pais.

Em virtude da elevada contagem de Staphylococcus coagul ase positiva e Salmonella
spp., evidencia-se que o produto estudado apresenta risco a salide do consumidor, caso ndo
haja um tratamento térmico eficiente.

Faz-se necessério, portanto, a padronizacdo dos limites aceitdvels para contagem de
Staphylococcus coagulase positiva em carne bovina in natura, a fim de definir mais um

parémetro para avaliar se esse alimento esta seguro para 0 consumo humano.
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CAPITULO 3

IDENTIFICACAO DE Listeria monocytogenes EM CARNE BOVINA
UTILIZANDO METODOS CONVENCIONAIS E MOLECULARES
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Resumo

Foram analisadas 30 amostras de carne bovina in natura em 10 boxes de comercializacéo
nafeiralivre de Jiquirica, Bahia, Brasil com o objetivo de identificar a presenca de Listeria
monocytogenes. A identificacdo da espécie foi verificada por testes bioquimicos e
molecular com a realizacdo da PCR seguido do sequenciamento genético com as regifes
génicas LM1 e LM2 derivados da sequéncia listeriolisina e os primers iniciadores LL5 e
LL6. Do total de amostras analisadas, 26,66% (08) se encontravam contaminadas com o
patdgeno. Ndo houve diferenca entre a identificagdo de L. monocytogenes pelo método
convencional quando comparado a andlise molecular. Considerando o elevado grau de
letalidade das infec¢Bes causadas por L. monocytogenes, a carne bovina comercializada na
feiralivre de Jiquirica oferece risco biolégico a salde dos consumidores, umavez que nem
sempre esse alimento passa por tratamento térmico adequado antes de ser consumido.

Palavr as chaves. seguranca alimentar; qualidade microbiol 6gica; salde publica.

Introducéo

O género Listeria compreende seis espécies. L. monocytogenes, L. innocua, L.
ivanovii, L. sedligeri, L. welshimeri e L. grayi. No entanto, apenas duas dessas espécies séo
consideradas patogénicas, L. monocytogenes para 0 homem e outros animais e L. ivanovii
para outros mamiferos (Liu, 2006). Listeria monocytogenes é um bastonete Gram-positivo
pegueno com extremidades arredondadas, ndo produtora de esporos ou cdpsulas, movel
guando cultivada entre 20 e 25°C e imével ou apresenta pouca motilidade a 37°C (CFSAN,
2009). S&o bactérias resistentes a grandes variacdes de pH, temperatura e concentragcoes
salinas. Em funcé@o destas caracteristicas, podem estar presentes em varios alimentos e
ambientes (Gandhi et al., 2007; Zhu et al., 2012).
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A pesguisa de L. monocytogenes em alimentos pode ser realizada utilizando-se
métodos tradicionais, seguidos de caracterizacdo bioquimica, ou por meio de técnicas
alternativas. Entre os métodos convencionais de andlise microbiol6gica, encontram-se o
método desenvolvido pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA),
usualmente aplicado a andlise de carne, produtos carneos e esfregacos de superficies, e 0
método da Administracgo de Drogas e Alimentos dos Estados Unidos (FDA) (Silva et al.,
2010). Como técnicas dternativas para a deteccdo de L. monocytogenes, apresentam-se
métodos que podem ser usados apds o enriquecimento primério, como a Reacdo em Cadeia
de Polimerase (PCR) (Gasanov; Hughes e Hansbro, 2005; Gandra et al., 2008).

A infecgdo por L. monocytogenes ocorre principamente por meio da ingestéo de
alimentos e/ou &gua contaminados, podendo ser transmitida também pelo contato direto
com pessoas ou animais infectados. Além disso, existe ainda a transmisséo vertical que
classifica as gestantes como grupo de maior risco, uma vez gue este tipo de transmisséo
apresenta ata letalidade abortiva (Fox et al., 2011). A listeriose pode causar infecgOes
severas, como septicemias, encefalite, meningite e aborto, com altas taxas de internacéo
hospitalar e mortalidade, acometendo principalmente pessoas idosas, recém-nascidos,
gestantes e individuos imunocomprometidos (Parihar et al., 2008; Pal et a., 2008). Os
sintomas iniciais geramente sdo semelhantes aos da gripe com febre persistente. No
entanto, desordens gastrointestinais como nauseas, vomitos e diarreia, também podem
preceder ou acompanhar as manifestacbes mais graves da doenca (Brasil, 2009).

Em 2008, um surto de listeriose no Canad4, devido ao consumo de carne processada,
resultou em 53 casos confirmados, 6 suspeitos e 20 mortes, (Warriner e Nanvar, 2009). No
Brasil, as informacfes referentes a vigilancia epidemiol 6gica dos casos de listeriose ainda
S80 escassos, assim como dados relativos a pesquisa de L. monocytogenes em alimentos no
pais. Um levantamento epidemioldgico em nivel internacional aponta os produtos de
origem animal como os principais aimentos envolvidos em surtos causados por L.
monocytogens (Uchimaet al., 2008).

Considerada uma importante fonte de proteinas de alto vaor biolégico e de
micronutrientes, como o ferro, vitaminas do complexo B e zinco (Oliveira, Silvae Correia,
2013), a carne bovina € um dos produtos de origem anima mais consumido como fonte
proteica no Brasil (Rubin e Waquil, 2013). No entanto, sua composi¢ao quimica rica em
nutrientes, a elevada atividade de a&gua e o pH, favorecem a proliferacdo da maioria dos
microrganismos, tornando a carne um alimento altamente perecivel (Cheng e Sun, 2008).
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Esse fato associado as condigdes higienicossanitarias inadequadas em gque muitas vezes a
carne bovina é exposta, a exemplo das carnes comercializadas em feiras livres que séo
mantidas em temperatura ambiente e a0 ar livre, favorece a contaminacdo e a multiplicacéo
de patdgenos (Almeidaet al., 2011).

A feiralivre, aém de ser um local de compra, venda e troca de mercadorias, também
se configura como um local de encontros, lazer, troca de informagdes, articulagOes
politicas ou diversdo (Almeida et al., 2011). Esses habitos sGo comumente observados na
populacdo do Vale do Jiquiricad, em que as feiras acontecem principalmente aos sabados,
dia em que as populagbes rurais se deslocam ao centro urbano para suas compras,
movimentando o comércio.

Considerando os aspectos abordados, o presente trabalho teve como objetivo
verificar a presenca do patégeno L. monocytogenes em carne bovina comercializada na
feira livre do municipio de Jiquiricd, Bahia, Brasil, comparando a técnica PCR com o

método convencional.

Materiais e Métodos

Trata-se de um estudo transversal desenvolvido na feira livre do municipio de
Jiquirica, Bahia, Brasil no periodo de abril a dezembro de 2014. A feira livre estudada
possuia 19 boxes de comercidizacdo de carne bovina in natura, dos quais foram
amostrados 10 (52,63%) boxes. As amostras foram coletadas em trés periodos diferentes,
sendo adquirida uma amostra de 300 gramas por boxe em cada periodo, perfazendo um
total de 30 amostras. Estas foram escolhidas ap acaso, simulando uma situacéo real de
compra pelo consumidor, individualizadas em sacos plasticos de primeiro uso fornecido
pelo proprio estabelecimento, as amostras foram acondicionadas em caixas térmicas
contendo gelo e encaminhadas para o Laboratério de Microbiologia de Alimentos e
Ambiental - LABMAA para o imediato processamento.

Para o isolamento de L. monocytogenes foram homogeneizados 25 g de cada amostra
em 225 mL de Caldo Universidade de Vermot (UVM) (Acumedia®) e incubado a 30 +
2°C por 22 + 2 horas. Apos esse periodo, aliquotas de 0,1 mL foram transferidas para tubos
contendo 10 mL de caldo Fraser (Acumedia®) e incubados a 35°C/26 horas. Decorrido
esse tempo, dos tubos que apresentaram escurecimento devido a hidrdlise da esculina foi
retirada uma alcada e estriada por esgotamento em placas contendo Agar Palcom

(Acumedia®) e incubadas a 35 + 2°C por 24-48 horas. As colbnias que apresentavam
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coloracdo cinza, esverdeadas, com centro concavo e rodeadas por um halo negro, devido a
hidrdlise da esculina foram submetidas a coloragdo de Gram e aos testes bioquimicos de
confirmacdo: teste de catalase, teste de motilidade, teste de P-hemdlise e teste de
fermentacdo de carboidratos (dextrose, xilose, rhamnose, manitol e maltose) (Silva et al.,
2010).

A extragdo do DNA foi redlizada a partir da cultura in vitro utilizando o kit
UltraClean® Microbial DNA Isolation (MoBio, USA), seguindo as recomendacdes do
fabricante. A integridade e a quantidade do DNA foi verificada usando eletroforese em gel
de agarose a 0,8% e 0 Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen), respectivamente.

As amplificagbes por PCR foran redizadas com os primers LM1
(5'CCTAAGACGCCAATCGAA 3) e LM2 (5AAGCGCTTGCAACTGCTC 3), derivado
da sequéncia listeriolisina e os primers iniciadores LL5 (5AACCTATCCAGGT 3'GCTC)
e LL6 (5 CTGTAAGCCATTTCGTC 3), que sdo especificos para L. monocytogenes
(HERMAN; BLOCK; MOERMANS, 1995). As reacdoes foram preparadas com 0s
seguintes reagentes e concentracfes. 2,0 ng de DNA de cada amostra; 5,0 X de tampéo da
enzima Tag DNA polimerase; 7,0 mM de MgCly; 1,5 pmol/uL de dNTPs; 1,5 pmol/uL de
cada primer; 0,4 U de Tag DNA polimerase, com volume final ajustado para 50 uL com
&gua ultra pura. Incluiu-se o controle negativo, substituindo o DNA por agua ultra pura. Os
ciclos de amplificacbes foram realizados no Veriti Therma Cycler PCR (Appplied
Biosystems) sob as seguintes condi¢bes térmicas: 94 °C por 4 minutos, 39 ciclos de 94 °C
por 1 minuto, 56 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto e extensdo final de 72 °C por 10
minutos concluindo com o resfriamento por 8 °C. Os produtos amplificados foram
visualizados em gel de agarose a 1%, corados com brometo de etidio e visualizados sobre
luz ultravioleta. Em seguida, os amplicons foram purificados utilizando o kit Illustra® GFX
PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare Life Sciences). Posteriormente foi
realizada a identificacdo nucleotidica utilizando o sequenciador automético ABI-Prism
3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) da empresa ACTGene Analises Moleculares
LTDA. A edicdo e montagem das sequéncias foi realizada com o programa Sequencher
4.1.4 (Gene Code Corporation). A identidade taxondmica dos isolados foi verificada no
banco de dados GenBank, utilizando o BLASTNn “basic local alignment search tool”
(BLAST) do NCBI (http://www.nchi.nim.nih.gov).
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Resultados

Foram isoladas 24 cepas do género Listeria spp. em 26,66% (08) das amostras analisadas.

As amostras contaminadas se encontravam em 50% dos boxes, sendo que destes, 30%

apresentou contaminagdo em mais de umaamostra (Tabela 1).

Tabela 1. Numero de amostras de carne bovina in natura contaminadas com Listeria spp por boxes de
comercializagdo nafeiralivre do municipio de Jiquiri¢a, Bahia, Brasil.

Boxes Avaliados

B2

B4

B5 B6 B7 B8

N de Amostras
contaminadas

Amostras

contaminadas (%)

333 66,6 0

B9 B10
2 1
66,6 333

B = Boxes
N = nimero

Das cepas isoladas, trés nas amostras do boxe um (B1), uma na amostra do boxe seis

(B6), duas nas amostras do boxe sete (B7), cinco nas amostras do boxe nove (B9) e duas

na amostra do boxe 10 (B10), totalizaram 13 cepas que foram confirmadas como L.

monocytogenes tanto usando os testes biogquimicos quanto a PCR e 0 sequenciamento

genético (Tabela 2).

Tabela 2. Identificacéo dos isolados de Listeria monocytogenes coletados em amostras de
carne bovina in natura comercializadas na feira livre do municipio de Jiquirica, Bahia,

Brasil.
Isolado Tamanho do  Cobertura  Identidade® Taxonomia N° de acesso’
amplicon®
Al 242 82% 98% Listeria monocytogenes CP012021.1
A2 466 98% 97% Listeria monocytogenes CP012021.1
A3 231 96% 99% Listeria monocytogenes CP012021.1
A4 395 85% 99% Listeria monocytogenes CP012021.1
A5 242 92% 98% Listeria monocytogenes CP012021.1
A6 236 95% 98% Listeria monocytogenes CP007686.1
A7 674 98% 98% Listeria monocytogenes CP010346.1
A8 866 98% 98% Listeria monocytogenes CP009897.1
A9 231 99% 98% Listeria monocytogenes CP011398.1
A10 773 99% 97% Listeria monocytogenes CP007600.1
All 230 98% 98% Listeria monocytogenes CP011004.1
Al12 130 99% 96% Listeria monocytogenes CP007210.1
A13 548 96% 97% Listeria monocytogenes CP006600.1

'0s amplicons foram sequenciados em ambas as orientagdes e os fragmentos de consulta apresentados
correspondem & sequéncia obtida. *e-values "eram iguais a zero para os isolados. *Os nlimeros de acesso que

correspondem as sequéncias descritivas da taxonomia indicada na coluna anterior.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/767260851?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=YVB8P36R014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=MicrobialGenomes&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=YSXVEUPY015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_16802048
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Discusséao

A contaminacdo por L. monocytogenes em carne bovina ocorre em virtude do
controle higienicossanitario inadequado durante o0 processamento ou a comercializagcdo
(Brasil, 2010), visto que esta bactéria € encontrada na natureza e no trato intestinal dos
animais, favorecendo a contaminacdo da carcaca e cortes de carne (Mantilla et al., 2007).
Nesse sentido, provavelmente a presenca de L. monocytogenes nas amostras de carne
bovina estudada se deve ao loca de comercializacdo, uma vez que a feira livre do
municipio de JiquirichA apresenta prec&rias condigbes higienicossanit&rias e de
infraestrutura, situacdo ndo diferente das feiras livres encontradas no pais (Beir6 e Silva,
2009; Barros e Violante, 2014).

O Brasil ndo estabelece limites legais para o niUmero permitido de L. monocytogenes
em canes e produtos carneos. Mas, considerando o regulamento 1441/2007, da
Comunidade Europeia que estabelece tolerancia zero para L. monocytoges em 1g de carne
(Codex Alimentarius International, 2007), as amostras analisadas no presente estudo, que
apresentaram contaminag8o por esse microrganismo, estdo improprias para 0 consumo
humano.

Possivelmente a legislacdo brasileira ndo define paréametros para contaminacéo de L.
monocytogenes em carnes e produtos carneos por considerar que essa bactéria é termol abel
e que esses alimentos passam por tratamento térmico antes de serem consumidos. Porém, o
risco de listeriose esta no consumo de carnes e produtos carneos mal cozidos,
principalmente se forem consumidos por pessoas pertencentes a0 grupo de risco
(Sergelidis e Abrahim, 2009). Sendo assim, é necessario que a legislacdo brasileira defina
pardmetros legais de contaminacdo dessa bactéria para carne bovina, uma vez que a
listeriose € uma doenca de grande interesse para salde publica, por apresentar alta taxa de
letalidade (Andrade et al., 2014).

Um aspecto importante que favorece a contaminacdo de alimentos por L.
monocytogenes esta relacionado a sua capacidade de formagdo de biofilme e de
biotransferéncia, tanto em alimentos como em outras superficies ndo nutritivas, que
confere adesdo e protecdo ao microrganismo (Oliveira et al., 2010). Esses biofilmes sdo
capazes de permanecer meses, ou até anos, no ambiente o que possibilita a ocorréncia de
contaminagdes recorrente nos géneros alimenticios (Markkula et al., 2005).

A resisténcia do patdégeno L. monocytogenes a tratamentos de desinfeccdo e a

sucessivos congel amentos e descongelamentos, favorece a permanéncia dessa bactéria em
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locais de manipulagdo e armazenamento de alimentos. Além disso, L. monocytogenes
apresentam caracteristicas que permitem sua multiplicacdo no alimento sob condigdes
usualmente adversas para outras bactérias patogénicas, como ambientes &cidos,
refrigerados ou com altos teores de cloreto de sddio (Oliveira et al., 2010). A exposicdo a
essas Situages de estresse, e a composicdo de alimentos a base de carne, potencializa a
expressdo do gene de viruléncia listeriolisina nessa bactéria (Olesen et al., 2010) o que
aumenta os riscos de listeriose.

Os resultados indicam que os testes bioquimicos realizados neste trabalho foram t&o
eficazes para identificagdo de L. monocytogenes, quanto a analise molecular utilizando os
genes LM1 (5CCTAAGACGCCAATCGAA 3) e LM2 (5AAGCGCTTGCAACTGCTC
3), deivado da sequéncia listeriolisna e os primers iniciadores LL5
(5 AACCTATCCAGGT 3GCTC) e LL6 (5CTGTAAGCCATTTCGTC 3) que sdo
especificos para L. monocytogenes.

Um dos problemas para pesquisa de L. monocytogenes pelo método tradicional é a
demanda de tempo, uma vez que a andlise microbiologica convencional dessa bactéria
pode demorar até 14 dias para a sua conclusdo, enquanto que o0 ensaio de PCR é realizado
em menos de 24 horas (Monteiro, 2015). Nesse sentido, a PCR é uma 6tima alternativa
para pesquisa de L. monocytogenes em alimentos, pois a deteccdo precoce de alimentos
contaminados é fundamental para evitar surtos de origem alimentar (Gasanov; Hughes e
Hansbro, 2005). Além disso, testes rapidos como a PCR favorecem aindustria exportadora
de alimentos que tem interesse em liberar os produtos no mercado o quanto antes, afim de
reduzir os riscos de deterioragcéo dos alimentos antes da comercializag&o, principa mente
guando esses géneros alimenticios sdo altamente pereciveis, que é o caso da carne bovina
in natura. Apesar da legislacdo brasileira ndo definir parametro para a contagem de L.
monocytogenes na carne bovina in natura, o Brasil exporta esse produto para diversos
paises que determinam auséncia de L. monocytogenes em 1g ou em 25¢g do aimento, por
iSSO € importante ter testes rapidos com alta sensibilidade para comprovacéo da qualidade
da carne e, consequentemente, maior agilidade na exportagcdo do produto (ABIEC, 2015).

A técnica da PCR é atamente sensivel, rapida e viavel economicamente para detectar
L. monocytogenes, podendo ser empregada em atividades de monitoramento de L.
monocytogenes num plano de Andlise de Perigo e Pontos Criticos de Controle (HACCP)

para 0 monitoramento da qualidade dos produtos alimenticios (Santos et al., 2006).
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Conclusao

A carne bovina comercializada na feira livre de JiquiricA - Bahia oferece risco
biolégico a salde dos consumidores e precisa de uma maior atencdo das autoridades de
vigilancia sanitérialoca em virtude da presenca do patdégeno L. monocytogenes.

A técnica de PCR apresentou 0 mesmo resultado que o método convencional para
identificacdo L. monocytogenes, sendo que os resultados obtidos com a PCR demandam

menos tempo.
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CAPITULO 4

EFEITO ANTIBACTERIANO DE QUITOSANA NO CONTROLE DE
BACTERIAS PATOGENICAS EM CARNE BOVINA

MANUSCRITO A SER SUBMETIDO AO BOLETIM DO CENTRO DE PESQUISA
DE PROCESSAMENTO DE ALIMENTOS
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo testar o efeito
antimicrobiano da quitosana na reducéo da carga microbiana
de Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella
enterica e Staphylococcus aureus em bifes de carne bovina.
A partir da realizacdo de testes antimicrobianos in vitro,
utilizando filmes de quitosana nas concentracdes de 1%,
1,5% e 2%, observou-se que o filme que apresentou maior
capacidade inibitoria, frente as cepas bacterianas testadas,
foi o filme com concentracdo de 2% de quitosana. Os bifes
de carne bovina tratados com solucdo de quitosana a 2%
apresentaram reducao altamente significativa (p<0,01) da
carga microbiana para todas as bactérias patogénicas
testadas (Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Salmonella enterica, Staphylococcus aureus), quando
comparadas com os controles. A partir desses resultados foi
possivel concluir que revestimentos de quitosana podem ser
utilizados no controle da qualidade microbiolégica de carne
bovina in natura, sendo a concentracao de 2% de quitosana
a mais recomendada.

PALAVRAS-CHAVE: ANTIMICROBIANO NATURAL; Escherichia coli; Listeria

monocytogenes; Salmonella; Staphylococcus.

1 INTRODUCAO

A carne bovina apresenta nutrientes que desempenham importantes
fungcbes em nosso organismo como vitaminas e aminoacidos essenciais, sendo
considerada fonte de proteina de alto valor biolégico (OLIVEIRA, SILVA e

CORREIA, 2013). No entanto, as caracteristicas intrinsecas da carne como
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elevada atividade de &gua, nutrientes e pH, favorecem o desenvolvimento de
microrganismos patogénicos que podem ser transmitidos a populacdo
(ALCANTARA, GATTO e KOZUSNY-ANDREANI, 2012).

As doencas de origem alimentar sdo causadas por diversos
microrganismos (FLORES e MELO, 2015). Dentre eles, destacam-se as bactérias
gue causam preocupacdo em relacdo as carnes, tais como a Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Salmonella spp. e Sthaphylococcus aureus, por serem
patogénicas e estarem relacionadas as infeccfes e toxinfeccbes em surtos
envolvendo esse género alimenticio (MOURA et al., 2007).

A maioria dos casos de Doencas Veiculadas por Alimentos (DVAS) néo
sdo notificadas pelo fato dos individuos apresentarem sintomas brandos e, por
essa razao, nao buscarem auxilio médico. Apesar dessa subnotificacdo, no
periodo de 2000 a 2013, a regido Sudeste notificou 39,8% dos casos de DVAs no
Brasil, seguido da regidao Sul com 38,9% e da regido Nordeste com 11,9%. A
regido Norte apresenta o menor percentual, com apenas 3,5% dos casos
notificados no pais. Nesse periodo, a carne bovina foi o quinto alimento mais
envolvido em surtos alimentares no Brasil, sendo responsavel por 345 casos
(SINAN, 2013).

Nos ultimos anos, a crescente exigéncia do consumidor por alimentos
seguros, ou seja, alimentos microbiologicamente seguros, sem a adicdo de
aditivos quimicos e que mantenham a qualidade nutritiva e sensorial do produto,
tem impulsionado a busca por substéncias naturais com caracteristicas
antimicrobianas capazes de controlar a proliferacdo microbiana nos alimentos
(FAl, STAMFORD e STAMFORD, 2008). Nesse contexto, a atividade
antimicrobiana da quitosana vem sendo estudada e discutida com o intuito de
utilizd-la como biomaterial antimicrobiano (QIUPING e WENSHUI, 2007;
ALBUQUERQUE et al., 2009).

A quitosana é um polissacarideo obtido a partir da desacetilacdo parcial
da quitina (AIROLDI, 2008; BADAWY et al., 2009). A quitina € um biopolimero
atoxico e biodegradavel, amplamente distribuido na natureza, encontrado
principalmente em exoesqueletos de crustaceos e na parede celular de alguns
fungos (KUNIYOSHI, 2012).
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Nos ultimos anos, tem-se desenvolvido estudos com a quitosana a fim de
testar o seu potencial de aplicacdo como bioconservador em alimentos, por esta
apresentar atividade antimicrobiana in vitro (LIU et al., 2006; RAMIREZ et al.,
2011). Além disso, a quitosana tem sido utilizada como revestimento comestivel
de produtos minimamente processados (BOTREL et al.,, 2007; SOARES et al,
2011), files de pescado (FERNANDEZ-SAIZ et al., 2013) e aplicada no tratamento
pos-colheita de frutas (CHONG, LAI e YANG, 2014), hortalicas (SANTOS, 2008) e
raizes (BUSO et al., 2014).

Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo testar o efeito
antimicrobiano da quitosana na reducdo da carga microbiana de E. coli, L.

monocytogenes, S. enterica e S. aureus em bifes de carne bovina.

2 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi desenvolvido no laboratério de Microbiologia de
Alimentos e Ambiental — LABMAA, da Universidade Federal do Recdncavo da
Bahia — UFRB, e os filmes de quitosana utilizados no experimento foram
elaborados no Laboratério de Bromatologia do Departamento de Engenharia de

Pesca da Universidade Federal do Ceara, em Fortaleza - CE.

2.1 FILMES DE QUITOSANA

Para o preparo dos filmes utilizou-se quitosana de alto peso molecular,
com grau de desacetilacdo de 90%, obtida da POLYMAR Industria e Comércio
LTDA. Diferentes concentracdes de quitosana (0,0%; 1,0%; 1,5%; 2,0%), foram
diluidas em solucdo de acido lactico a 1% (v/v) acrescido de glicerol a 0,2% (v /
V), sob agitagdo por 4 horas. Apds esse periodo, os filmes foram preparados
utilizando a técnica de evaporacdo do solvente (JONES e MEDLICOTT, 1995).
Para tanto, as solugdes de quitosana foram dispersas em placas de Petri, para as
quais se transferiu um volume de 35mL de solugédo que foram secas em estufa

com circulagcéo de ar por 24 horas em temperatura de 40°C.

.2 TESTE ANTIMICROBIANO DE QUITOSANA IN VITRO
Foi realizado o teste de difusdo em disco usando filmes de 6 mm de
didmetro de quitosana (KARAMAN et al., 2003). ApOs crescimento over nigth um

inoculo contendo 6 log UFC/mL de cada patdégeno (E. coli ATCC 25922, L.
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monocytogenes, S. enterica e S. aureus ATCC 6538) foi espalhado em placas de
Petri contendo agar Muller-Hinton e incubadas a 37°C por 24 horas. Os halos de
inibicdo foram medidos com paquimetro (Digimess®) e expressos em milimetros.

Os testes foram realizados em triplicata.
2.3 EFEITO ANTIMICROBIANO DE QUITOSANA EM BIFE DE CARNE BOVINA

Cortes de carne bovina foram adquiridos no comércio local e
transportados em recipientes isotérmicos até o LABMAA da Universidade Federal
do Recbncavo da Bahia em Cruz das Almas — BA, onde foram separados em
quatro grupos de acordo com o microrganismo teste (E. coli, L. monocytogenes,
S. enterica e S. aureus). Em cada grupo, cada corte de carne bovina foi
subdividido em 22 bifes, pesando em média 100 g. Duas unidades foram
submetidas a analise microbioldgica para verificar a carga microbiana inicial. As
demais unidades foram contaminadas intencionalmente, com suspenséo
bacteriana de 6 log UFC/mL para o microrganismo indicador. Apds 30 minutos, 10
unidades foram submetidas ao tratamento com solucdo de revestimento de
quitosana que consistiu em imergir os bifes em 500 mL de solucao de quitosana a
2% por 10 segundos. As demais unidades (controle) foram imersas em agua
destilada estéril também por 10 segundos. Todas as amostras foram mantidas em
refrigeracdo a 4°C por 72 horas.

ApoOs esse periodo foram realizadas as analises microbioldgicas tanto do
grupo teste quanto do grupo controle para verificar a carga microbiana dos
patégenos. Para tanto, utilizou-se técnicas padrdes de contagens microbioldgicas
descritas por SILVA et al. (2010) no Manual de Métodos de Andlise Microbiolégica

de Alimentos e Agua.
2.4 ANALISE ESTATISTICA

Para a significancia estatistica utilizou-se a analise de variancia e teste de
Tukey para avaliar todos os resultados e regressao apenas para avaliar as
diferentes concentracdes de quitosana testadas. O software utilizado foi o
SISVAR, verséao 4.0.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 o filme de quitosana que apresentou maior capacidade
inibitéria in vitro, frente aos patégenos testados, foi o de maior concentracdo (2%).
A diferenca estatistica entre as concentracdes de quitosana a 1,0, 1,5 e 2,0% foi
altamente significativa (p<0,01). Estes resultados corroboram com os dados de
Cardoso e Ramos (2011), ao citarem que concentracdes de 1,5% de quitosana
apresentam maiores halos de inibicdo quando comparada a concentracdo de

1,0% de quitosana, tanto para bactérias Gram-positivas quanto para as Gram-

negativas.
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FIGURA 1 — CURVAS DA ANALISE DE REGRESSAO DAS DIFERENTES CONCENTRACOES
DE QUITOSANA TESTADA IN VITRO FRENTE AS CEPAS BACTERIANAS.

A diferenca de tamanho dos halos de inibicdo entre as cepas bacterianas
testadas nao foi estatisticamente significante a 5% de probabilidade. No entanto,
como pode ser observado na Figura 1 a quitosana apresentou menor poder
inibitério frente a L. monocytogenes in vitro, quando comparado aos outros
microrganismos testados. Isso pode estar relacionado a genética dessa bactéria
que a torna resistente a condi¢cdes adversas como ambientes acidos, refrigerados
ou com altos teores de cloreto de sddio (OLIVEIRA et al., 2010). Lemaitre et al.

(1998) estudaram a mudltipla resisténcia de L. monocytogenes a agentes
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antimicrobianos e observaram que todas as cepas resistentes dessas bactérias
apresentavam DNA extracromossomal e verificaram que havia troca de
plasmidios entre as cepas com muita frequéncia.

Como pode ser observada na Figura 1, a equacdo da regressdo que
avalia as diferentes concentracfes de quitosana testadas é linear, mostrando a
necessidade de estudos que testem o efeito antimicrobiano de concentracdes
maiores de quitosana a fim de definir uma concentracdo 6tima. Pois, no presente
estudo isso nao foi viavel, uma vez que concentracbes acima de 2,0% de
quitosana aumentam a viscosidade da solugéo inviabilizando sua utilizagdo como
revestimento comestivel em bifes de carne bovina por alterar a aparéncia
caracteristica desse género alimenticio.

As analises microbioldgicas iniciais dos cortes de carne bovina, utilizados
no experimento nao apresentaram contaminagdo pelos microrganismos
pesquisados (E. coli, L. monocytogenes, Salmonella sp e Staphylococcus
coagulase positiva). Estando, portanto, dentro dos parametros microbiologicos
estabelecido na RDC n°12 (BRASIL, 2001).

Os bifes de carne bovina tratados com solugdo de quitosana a 2%
apresentaram reducao de 6 ciclos logaritmicos da carga microbiana para todas as
bactérias patogénicas testadas quando comparadas com os controles (Tabela 1).
Dessa forma, a utilizacdo do revestimento de quitosana na industria de alimentos
de origem animal é promissora, pois reduz significativamente (p<0,01) bactérias
patogénicas envolvidas em surtos alimentares (E. coli, L. monocytogenes, S.

enterica e S. aureus).

TABELA 1. REDUCAO DA CARGA MICROBIANA MEDIA DA CARNE BOVINA REVESTIDA
COM SOLUCAO DE QUITOSANA A 2% POR 72 HORAS A 4°C.

Microrganismos

(log UFC/qg)
Tratamentos : :
E.coli L. monocytogenes S. enterica S. aureus
Sem quitosana 6,91 599" 6,39" 6,69"
Com quitosana 0,04% 0,10° 0,10% 0,06°

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

*Médias seguidas por letras diferentes apresentam diferenca estatistica pelo teste F a 1% de
probabilidade.
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Um dos fatores que pode ter contribuido para esses resultados foi o
elevado grau de desacetilacdo (90%) da quitosana usada, pois a atividade
antibacteriana da quitosana pode variar de acordo com o grau de desacetilacao,
ou seja, a atividade antibacteriana aumenta a medida que o grau de
desacetilatilacdo é maior (SHIH-BIN et al., 2009).

Embora o exato mecanismo de agdo da quitosana como agente
antimicrobiano ainda seja desconhecido, alguns autores sugerem que a estrutura
policatibnica da quitosana estabelece interacbes eletrostaticas com o0s
componentes anibnicos da superficie dos microrganismos, alterando a
permeabilidade celular e inibindo o transporte de nutrientes através da membrana
plasmatica dos microrganismos (TAO, QIAN e XIE, 2011; SAJOMSANG et al.,
2012; TAN et al., 2013).

Em filés de tildpia, o revestimento de quitosana a 0,5% reduziu o
crescimento de microrganismos psicrotréficos e a oxidacéo lipidica, aumentando a
vida de prateleira e melhorando a qualidade do alimento final (SANTOS et al.,
2014). Shekarforoush (2015), analisando o efeito antimicrobiano da quitosana
em carne de frango curada, também observaram que a concentracdo de 2% de
quitosana foi eficaz na reducdo da carga de L. monocytogenes no alimento. Por
outro lado, filmes de quitosana ndo apresentaram atividade bactericida contra L.
monocytogenes inoculadas em salméo fumado, possivelmente pela dificuldade
dos filmes de quitosana se difundirem através da matriz do produto alimenticio
(YE, NEETOO e CHEN, 2008). Nesse sentido, a solugdo de revestimento de
quitosana pode ser mais eficiente quando comparada ao filme de quitosana.

A quitosana também pode ser usada como um valioso e seguro
coadjuvante no controle da dislipidemia, uma vez que reduz a absorcdo do
colesterol na dieta (BESSA-JUNIOR e GONCALVES, 2013). Considerando que a
carne bovina é, dentre os géneros alimenticios, uma das principais fontes de
colesterol (SANTOS et al., 2013), apresentando cerca de 59 mg de colesterol por
100 g de carne (HAUTRIVE, MARQUES e KUBOTA, 2012), o uso do
revestimento de quitosana além de atuar no controle microbiologico desse
produto pode inibir a absorcéo do colesterol presente nesse género alimenticio.

Outra vantagem no uso da quitosana como antimicrobiano natural em
alimentos € o fato deste polimero ndo alterar as caracteristicas organolépticas do
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produto, mantendo, o aroma e o0 sabor caracteristico dos alimentos
(ALBUQUERQUE et al., 2009). Alem disso, a coloracdo vermelha e brilhante
natural e ideal da carne bovina (OLIVEIRA; SILVA; CORREIA, 2013) é
intensificada. Esta caracteristica, também observada no presente estudo, foi
analisada por Cardoso e Ramos (2011) e eles concluiram que a quitosana
favorece a manutencdo da cor de carnes bovinas durante os dias de estocagem
por reduzir a oxidacdo do pigmento de O,Mb a MMb, durante o armazenamento.
Essa caracteristica favorece ainda mais o uso da quitosana como conservante
natural de carnes e produtos carneos em substituicdo a conservantes quimicos
como o0 nitrito que, apesar de ser eficiente na conservacdo e
preservacaol/intensificacdo da cor desse alimento, € toxico, pois a nitracdo das
aminas formando nitrosaminas secundéarias é um dos fatores que aumentam a
incidéncia de cancer no homem (OLIVEIRA, ARAUJO e BORGO, 2005).

Nesse sentido, a utilizagcdo do revestimento de quitosana em bifes de
carne bovina também traria beneficios para o comércio do produto, uma vez que
0S aspectos importantes na comercializacdo desse género alimenticio sdo as
caracteristicas fisicas e sensoriais, por estarem associadas com a aceitacdo e

satisfagdo do consumidor no momento da compra (OLIVEIRA et al., 2011).

5 CONCLUSAO
A eficiéncia do revestimento de quitosana na reducéo de patogenos (E.
coli, L. monocytogenes, S. enterica e S. aureus) de importancia para a industria
alimenticia permite que a mesma seja utilizada no controle da qualidade
microbiologica de carne bovina in natura, sendo a concentracdo de 2% de

quitosana a mais eficiente na faixa estudada.

ABSTRACT
Antibacterial Effect of Chitosan on Pathogenic Bacteria Control in Beef

This study aimed to test the antimicrobial effect of chitosan in reducing microbial
load Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmomella enterica and
Staphylococcus aureus in beef steaks. From antimicrobial testing of conducting in
vitro using chitosan films at concentrations of 1%, 1.5% and 2%, it was observed
that the film that had the highest inhibitory capacity, compared to the tested
bacterial strains was the film with concentration of 2% chitosan. The beef steaks
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treated with 2% chitosan solution showed a significant reduction of the microbial
load for all the tested pathogenic bacteria (Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus) when compared
with controls. From these results it was concluded that chitosan coatings can be
used to control microbiological quality of fresh beef, with a concentration of 2%
chitosan the most recommended.

KEYWORDS: NATURAL ANTIMICROBIAL; Escherichia  coli; Listeria

monocytogenes; Salmonella; Staphylococcus.
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CONSIDERACOES FINAIS

Na presente pesquisa evidenciou-se que a carne bovina in natura vendida
na feira livre do municipio de Jiquirica, Bahia é comercializada em condi¢bes
higienicossanitarias inadequadas, uma vez que em todos os pontos de venda o
produto se encontrava exposto a diversas fontes de contaminacao e era mantido
em temperatura ambiente. Esses fatores contribuiram para a elevada contagem
de Staphylococcus coagulase positiva e presenca de Salmonella spp e L.
monocytogenes encontradas nas amostras de carne analisadas. Nesse sentido, a
carne bovina comercializada na feira livre de Jiquirica precisa de uma maior
atencdo das autoridades de vigilancia sanitaria em virtude da presenca desses
patdgenos.

Sugere-se que as autoridades sanitarias do Brasil editem normas que
padronizem os limites aceitdveis para contagem de Staphylococcus coagulase
positiva e L. monocytogenes em carne bovina in natura, a fim de definir mais um
parametro para avaliar se esse alimento estd seguro para o consumo humano.
Além disso, é importante que medidas de seguranca higienicossanitarias para 0s
estabelecimentos que comercializam alimentos em feiras livres sejam
regulamentadas.

A atuacao dos servicos de vigilancia sanitaria € indispensavel para melhoria
da qualidade dos géneros alimenticios comercializados em feiras livres, nao
apenas com a utilizagdo de medidas coercitivas e punitivas, mais sim com a
inclusdo de acbes educativas capazes de convencer os manipuladores da
importancia das Boas Praticas de Manipulacdo na prevencdo de Doencas
Veiculadas por Alimentos.

O revestimento de bifes com solucdo de quitosana se mostrou eficiente
na reducdo de patdgenos de importancia para a industria alimenticia. Dessa
forma, indica-se a utlizacdo desse polimero no controle da qualidade
microbiolégica de carne bovina, sendo a concentracao de 2% de quitosana a mais

eficiente na faixa estudada.
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E importante ressaltar a necessidade de estudos que realizem testes
sensoriais para avaliar a aceitabilidade de bifes revestidos com biopolimeros de

quitosana.
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APENDICE 1

Lista de Verificacdo dos aspectos Higienicossanitarios de
Acougues Localizados em Feiras Livres

DATA: / /

A - IDENTIFICACAO DO ACOUGUE
1-Endereco
2 — Numero de manipuladores: Feminino, Masculino

1 - EDIFICACAO E INSTALACOES SIM | NAO

1.1 Area interna livre de objetos em desuso ou estranhos ao ambiente.

1.2 PISO

De material que permite facil e apropriada higienizacado e em adequado estado de conservagéo
(livre de defeitos, rachaduras, trincas, buracos e outros).

Limpo e higienizado

1.4 PAREDES E DIVISORIAS:

Acabamento liso, impermeével e de fécil higieniza¢édo. De cor clara.

() Limpas ( )Em adequado estado de conservacao.

1.5 PORTAS, JANELAS E OUTRAS ABERTURAS

( )Limpas ( )Com superficie lisa, de facil higienizacéo.

1.6 INSTALAGCOES SANITARIAS

Possui vasos sanitarios; mictorios e lavatorios integros.

Instalacdes sanitarias dotadas de torneira(s) servida(s) de agua corrente e tratada.

Pisos e paredes adequadas e apresentando satisfatério estado de conservacéo.

1.10.9 Instalagbes sanitarias dotadas de produtos destinados a higiene pessoal: () papel
higiénico, ( ) sabonete liquido inodoro anti-séptico ou sabonete liquido inodoro e anti-séptico,
() toalhas de papel ndo reciclado para as méos ou outro sistema higiénico e seguro para

secagem.

Presenca de lixeiras com tampas e com acionamento nao manual.

Apresentam-se organizados e limpos

Instalacdes sanitarias dos manipuladores sdo separadas das dos feirantes/consumidores

1.7 LAVATORIOS NA AREA DE PRODUCAO

Existéncia de lavatorios dotados de torneira com agua corrente

Lavatérios em condi¢cbes adequadas de higiene, dotados de sabonete liquido inodoro anti-
séptico ou sabonete liquido inodoro e anti-séptico, toalhas de papel ndo reciclado ou outro

sistema higiénico e seguro de secagem e coletor de papel acionados sem contato manual.

Higienizacao das instalagcdes adequada

1.8 CONTROLE INTEGRADO DE VETORES E PRAGAS URBANAS.:

( )Presenca de vetores e pragas urbanas ou qualquer evidéncia de sua presenca como fezes,

ninhos e outros, () presenca de animais

( )Existéncia de comprovante de dedetizagdo executada por empresa especializada.
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1.9 ABASTECIMENTO DE AGUA:

Sistema de abastecimento ligado a rede publica.

Apropriada freqliéncia de higienizacédo do reservatorio de agua.

1.10 MANEJO DOS RESIDUOS

Presenca de lixeiras com ( ) tampas e ( ) acionamento ndo manual, ( ) de facil higienizacao,

() limpas e com sacos de lixo apropriados.

Retirada fregiiente dos residuos da area de processamento, evitando que o lixo derrame.

Existéncia de area adequada para estocagem dos residuos.

1.11 EQUIPAMENTOS:

Superficies em contato com a carne limpas, lisas, integras, impermeéaveis, de facil higienizacéo

e de material ndo contaminante.

Presenca de refrigeradores com tampa de vidro para com capacidade para expor as carnes a

mostra

Refrigeradores e frizeres com termdmetro localizado em local apropriado e em adequado

funcionamento.

Mesas e/ou bancada de material apropriado, resistentes, impermeaveis; em adequado estado

de conservagdo, com superficies integras.

1.12 UTENSILIOS:

() Limpos( ) Presenca de utensilios de madeira

1.13 MANIPULADORES

Utilizacdo de uniforme de trabalho de cor clara, adequado a atividade.

Uniformes limpos e em adequado estado de conservagao.

Apresentam ferimentos/ lesdes nas méaos.

Asseio pessoal: ( ) asseio corporal, ( ) méos limpas, ( ) unhas limpas e curtas, ( ) sem

esmalte, () sem adornos, ( ) manipuladores barbeados, ( ) com os cabelos protegidos.

Lavam as maos antes da manipulagdo de alimentos.

1.4 MANIPULAGAO DAS CARNES COMERCIALIZADAS

A carne vendida é acondicionado em embalagens ( ) adequadas e integras. Ou ( )

inadequadas (sacolas de mercado, dentre outras).

Os consumidores tocam na carne antes de comprar

Presenca de carnes exposta em temperatura ambiente

O individuo que corta a carne é o mesmo que manipula o dinheiro.

Manipuladores e consumidores utilizam panos de prato na secagem das méos apoés tocar na
carne
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APENDICE 2
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Figura 1- Pesquisa de Staphylococcus coagulase positiva.
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Figura 2 - Pesquisa de Salmonella spp.
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Estafilococos coagulase positiva Salmonella spp.

Figura 4 — Placas com colbnias de estafilococos coagulase positiva e Salmonella
spp. isoladas das amostras de carne bovina in natura proveniente da feira livre do
municipio de Jiquirica — Bahia.
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APENDICE 3
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Figura 1 — Pesquisa de Listeria monocytogenes.
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Figura 2 — Placas com col6nias tipicas de Listeria spp. isoladas das amostras de
carne bovina in natura proveniente da feira livre do municipio de Jiquirich — Bahia
(A). Teste de fermentacédo dos carboidratos (B).

Figura 3 - Padréo eletroforético obtido pela amplificacdo do DNA das cepas de
Listeria monocytogenes.
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APENDICE 4
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Figura 1 - Teste de difusdo em disco.

Figura 2 — Antibiograma utilizando discos de quitosana.
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Figura 4 - Bife de carne bovina contaminado sem nenhum tratamento (A). Bife de
carne bovina contaminado e posteriormente tratado com solucdo de quitosana

(B).
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Figura 5 — Resultados analise microbiolégica dos bifes de carne bovina
contaminados intencionalmente e posteriormente tratados com solucéao de
guitosana a 2% (Esquerda) e dos bifes contaminados intencionalmente e sem
tratamento (Direita).
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