UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

FERNANDA CASTELHANO DE SOUZA

ISOLAMENTO E QUANTIFICACAO DE BACTERIAS PATOGENICAS EM QUEIJOS E
SALAMES COMERCIALIZADOS EM DUAS CIDADES-SEDE DA COPA DO MUNDO
DE FUTEBOL DE 2014

CURITIBA
2013



FERNANDA CASTELHANO DE SOUZA

ISOLAMENTO E QUANTIFICACAO DE BACTERIAS PATOGENICAS EM QUEIJOS E
SALAMES COMERCIALIZADOS EM DUAS CIDADES-SEDE DA COPA DO MUNDO
DE FUTEBOL DE 2014

Monografia apresentada ao Departamento de Patologia
Basica, Setor de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal
do Parand, Curitiba, como requisito para obtencdo do grau
de Bacharel em Ciéncias Biologicas.

Orientadora: Prof® Msc. Elisa H. Uemura Yamanaka

Co-orientadora: Prof® Dr®: Patricia R. Dalzoto

CURITIBA
2013



AGRADECIMENTOS

A forca maior, que rege os espiritos de todos os seres.

Ao Setor de Ciéncias Bioldgicas, Coordenacéo do Curso de Ciéncias Bioldgicas e
Secretaria Rosane, que através do PROVAR possibilitaram que eu retornasse a Universidade
para cursar o Bacharelado.

As professoras Ida Pimentel e Patricia Dalzoto, que me concederam a oportunidade de
iniciar na Microbiologia.

As orientadoras Patricia Dalzoto e Elisa Uemura, pelo apoio irrestrito, incentivo e
paciéncia. Eu ndo poderia ter escolhido orientadoras melhores.

A Larborclin, pela oportunidade de estagio, aprendizado, auxilio financeiro e para que a
realizacdo deste trabalho fosse possivel.

Aos colegas do Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular, que pacientemente
atendiam minhas duvidas quando tudo era novo para mim.

Aos colegas do Laboratério de Controle de Qualidade da Laborclin, pelo
companheirismo e compreenséao de ter um trabalho de pesquisa em meio a uma rotina agitada
de trabalho, assim como, pelo auxilio na coleta de amostras para este trabalho.

Aos amigos da sala 2, que tornaram tardes de estudos agradaveis.

Aos amigos e membros da ECOS - Empresa Junior de Biologia da UFPR — pelo
companheirismo, apoio, e compreensao N0sS momentos em que precisei me ausentar.

Ao Claudiva, pelo apoio, carinho, e por ter me ajudado a ter calma, mesmo nos
momentos mais dificeis.

Aos meus pais, Paulo e Joana, e aos meus irmaos, Felipe e Francine, por todo o amor,
por quem sou e por tudo o que alcancei.



RESUMO

Eventos esportivos, como a Copa do Mundo de Futebol, produzem efeitos significativos nos
aspectos ambientais, culturais, econdmicos, politicos e sociais nas cidades-sede. A grande
circulacdo de pessoas que a copa do mundo trarq para o Brasil, entre outros aspectos, a
preocupacdo na area da saude. Os alimentos mais envolvidos com surtos sdo ovos, alimentos
mistos e carne vermelha e derivados. As bactérias sdo os organismos mais envolvidos com
surtos alimentares e 0s agentes etiolégicos mais frequentes sdo Salmonella sp, Staphylococcus
sp e Bacillus cereus. O presente projeto teve como objetivo avaliar as condi¢cdes sanitarias na
fabricacdo de salames e queijos artesanais em Porto Alegre e Curitiba, cidades-sede da Copa
do Mundo de 2014, tomando como base a resolugdo RDC 12 (BRASIL 2001). Foram realizadas
contagens de coliformes totais, Escherichia coli e Staphylococcus coagulase positiva. Ainda foi
investigada a presenca de Listeria sp e Salmonella sp. Aproximadamente 66,7% dos queijos e
16,7% de salames analisados, produzidos artesanalmente nas regibes metropolitanas de Porto
Alegre e Curitiba, apresentaram-se improprios para consumo humano. Ao todo doze amostras
foram analisadas, seis de queijo e seis de salame. Coliformes totais foram observados em sete
das amostras analisadas, embora néo existam parametros para estes micro-organismos na
legislacdo para os alimentos avaliados. E. coli foram isolados de 4 amostras de queijo, sendo
gue em 3 delas a contagem ultrapassou o limite tolerado pela legislagdo vigente (2,7 logio
UFC/g). Staphylococcus coagulase positiva foram isolados de uma amostra de salame e duas
de queijo, provenientes de Curitiba, sempre com valores maiores que 3,7 log;o UFC/g amostra,
conforme a RDC 12. Listeria sp. foram isolados de amostras de queijo de Porto Alegre e
salames de Curitiba, entretanto a presenca de L. monocytogenes nao foi confirmada.
Salmonella sp. foram isoladas de uma amostra de salame de Curitiba. Os alimentos analisados
apresentam contaminacdes por potenciais patdgenos humanos, levando a necessidade de se
estabelecer critérios mais rigidos na producéo e comercializacao destes produtos.

Palavras-chave: Coliformes; E. coli; Staphylococcus; Listeria sp.; Salmonella sp.; seguranca
alimentar



ABSTRACT

Competition events, such as the World Cup Football, lead to significant effects in many aspects
(environmental, cultural, economic, political and social) in the host cities. Due to the great
amount of tourists expected to visit Brazil in 2014, the health surveillance is a major concern.
Among the aliments responsible for diseases outbreaks, eggs, mixed aliments, red meat and its
derivatives are the most common. Bacteria are often the etiologic agents related to those
outbreaks, as Salmonella sp., Staphylococcus sp. and Bacillus cereus. We aimed the evaluation
of the health conditions in salami and cheese manufacturing in the host cities Porto Alegre and
Curitiba, according to RDC 12 (BRASIL, 2001). The quantification of Total Coliforms, E. coli and
Staphylococcus coagulase positive was performed by counting methods. The presence of
Listeria sp and Salmonella sp were also investigated. About 66.7% samples of cheese and 8.3%
of salami manufactured in Porto Alegre and Curitiba were improper for human consumption. We
observed Total Coliforms in seven samples evaluated, though the parameters were not covered
by the current legislation in regard of the analyzed aliments. E. coli were isolated from 4 samples
of cheese and in 3 of them, the counting was superior to 2.7 log;,o UFC/g. Staphylococcus
coagulase positive were obtained from one salami sample and 2 samples of cheese, both from
Curitiba and over 3,7 log,, UFC/g, according to RDC 12. Listeria sp were isolated from Porto
Alegre cheese and salami samples, only in Curitiba, however the presence of L. monocytogenes
was not confirmed. Salmonella sp. were observed only in one salami sample, also from Curitiba.
The samples evaluated have been contaminated by potential human pathogens and stricter
criteria must be established in the legislation regarding their production and commercialization,
in order to prevent diseases outbreaks.

Key words: Coliforms; E. coli; Staphylococcus; Listeria sp.; Salmonella sp.; food safety.
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1 INTRODUCAO

Em 2014 o Brasil sediara a Copa do Mundo FIFA (Federacao Internacional de
Futebol). Os jogos serdo disputados em doze cidades-sede, contemplando as cinco
regides do pais.

Matias (2008) define cidade-sede como a uma cidade que passou por todo o
processo de planejamento do evento e foi eleita para receber o megaevento esportivo.
Assim como foi beneficiada pelas obras e demais relacdes comerciais estabelecidas a
partir do evento ou 6nus que possam ter ocorrido.

Os megaeventos esportivos, como a copa do mundo, produzem efeitos
significativos nos aspectos ambientais, culturais, econémicos, politicos e sociais nas
cidades-sede. Uma série de inter-relacfes e projetos ao serem implementados causam
situacdes positivas e/ou conflituosas nos varios segmentos da sociedade civil
organizada. Os grandes eventos esportivos tém potencial muito significativo para
criacdo de valor nas cidades, visto que a realizacdo de eventos atua, sobretudo na
atracdo de visitantes, aumento do comeércio, turismo e servicos. Por outro lado, tais
eventos tém também seus riscos, que vao desde a seguranca, ao transito de veiculos,
a superlotagdo de determinadas areas e a perturbacéo da vida cotidiana dos habitantes

(ROQUE; CARVALHO, 2012).



A grande circulacdo de pessoas que a copa do mundo trara para o Brasil traz,
entre outros aspectos, a preocupacao na area da saude. Entre os documentos que
compdem o dossié para a candidatura do pais esta a comprovacao de atendimento de
demanda de “servicos médicos e de saude”. (MATIAS, 2008). S&0 estes servicos
meédicos que atenderdo possiveis surtos alimentares provocados por micro-organismos
patogénicos, comuns em viagens. Visando melhorias e novas oportunidades de
negocios, SEBRAE — Servico Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas Empresas -
(RPEGN, 2013) e outras organizacdes ja orientam empresarios para o mundial de 2014.

A analise epidemioldgica dos surtos de doencas transmitidas por alimentos no
Brasil, realizada pela Secretaria de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2013) evidencia o
panorama de locais, agentes etioldgicos e alimentos envolvidos em surtos alimentares
no pais de 1999 a 2009. O local mais frequente de ocorréncia dos surtos alimentares é
em residéncias (45,4%), seguido de restaurantes (19,8%) e instituicdbes de ensino
(10,6%). Os alimentos mais envolvidos com surtos sdo em primeiro lugar ovos e
produtos a base de ovos (22,8%), em segundo lugar alimentos mistos (16,3%) e em
terceiro lugar, carne vermelha e derivados (11,7%). Leite e derivados estd em sétima
posicdo com 7,2% dos casos. As bactérias sdo 0s organismos mais envolvidos com
surtos alimentares, correspondendo a 41,1% dos casos, contra 7,0% (total dos demais
organismos e fatores quimicos somados). Os agentes etiolégicos mais frequentes sao
as bactérias Salmonella sp, com 42,5% dos casos, Staphylococcus sp., com 20,5%, e
Bacillus cereus responséavel por 7,0%.

A coleta nas cidades-sede dos jogos da Copa do Mundo de futebol 2014 visa

avaliar as condicbes sanitarias na fabricacdo de alimentos artesanais, pois nestes



lugares espera-se um grande fluxo de turistas. A escolha de salame e queijos se deve
ao fato de serem produtos de origem animal, prontos para consumo, nos quais ha maior

possibilidade de isolamento dos micro-organismos em questao.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PATOGENOS DE IMPORTANCIA EM ALIMENTOS DE ORIGEM ANIMAL

A maioria das doencas transmitidas por alimentos (DTA) no Brasil sao
causadas por Salmonella sp., Staphylococcus sp., e Bacillus cereus (BRASIL, 2013).

Segundo a RDC 12 (BRASIL, 2001), a tolerancia para amostra indicativa de
salames é de 1x10°® coliformes a 45°C/g, 5x10° estafilococos coagulase positiva/g e
auséncia de Salmonella sp/25g. A tolerancia para amostra indicativa de queijos de
muita alta umidade é de 5x10? coliformes a 45°C/g, 5x10% estafilococos coagulase

positiva/g, auséncia de Salmonella sp/25g e auséncia de L. monocytogenes/25g.

2.1.1 Escherichia coli e coliformes totais

A WHO (World Health Organization, 2006) define coliformes totais como bacilos
Gram-negativos, aerobios ou anaerébios facultativos, ndo formadores de esporos,
capazes de crescer na presenca de concentracoes relativamente altas de sais biliares e

capazes de fermentar a lactose entre 35°C a 37°C com producédo de acido, gas e



aldeido, dentro de 24h. Além da fermentacédo da lactose, coliformes totais produzem a
enzima (B-D-galactosidase.

Géneros como Escherichia, Klebsiella e Enterobacter s&o tradicionalmente
conhecidos como coliformes, mas o grupo inclui uma diversidade ainda maior, como
Serratia e Hafnia. (WHO, 2006).

E. coli esta incluida tanto no grupo de coliformes totais, quanto no dos
coliformes termotolerantes. Seu habitat natural é o trato intestinal de animais
endotérmicos, embora possa ser introduzida nos alimentos através de fontes néo fecais
(SILVA et al., 2010). E um bacilo Gram-negativo, ndo formador de esporos, anaerdbio
facultativo, que fermenta aclcares, com producdo de acidos e gases (TORTORA,;
FUNKE; CASE, 2005). E a espécie bacteriana mais comum do trato intestinal, assim
como a mais comumente isolada em laboratérios clinicos e tem causado doencas
infecciosas em praticamente todos os tecidos e sistemas organicos dos seres humanos.
E. coli é uma das bactérias Gram-negativas mais comuns causadores da sepse no
choque induzido por endotoxina. Sua presenca em agua e alimentos € um indicador de
contaminacgéao fecal (KONEMAN, 2008; TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

Normalmente E. coli ndo é patogénica, contudo pode causar infeccfes do trato
urinario. Certas linhagens produzem enterotoxinas que causam a diarreia do viajante e
ocasionalmente causam varias doencas graves de origem alimentar. Entre os surtos
alimentares o sorotipo mais conhecido € E. coli O 157:H7. Estima-se que esses surtos
deixem mais de 60 mil pessoas doentes, como mais de 50 mortes por ano nos Estados

Unidos causados por este sorotipo (KONEMAN, 2008).
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2.1.2 Staphylococcus coagulase positiva

Os estafilococos sdo cocos Gram-positivos, ndo formadores de esporos e
catalase positivos. Estes micro-organismos ocorrem na forma de células isoladas, em
pares, tétrades e cadeias curtas, porém aparecem predominantemente em grupos
semelhantes a cachos de uva. Em geral, os estafilococos sdo encontrados na pele e
nas mucosas de seres humanos e outros animais (KONEMAN, 2008).

Alguns dos estafilococos patogénicos produzem uma enzima denominada
coagulase, cuja deteccdo é utilizada em laboratdrio para identificacdo destes micro-
organismos (KONEMAN, 2008).

A espécie Staphylococcus aureus faz parte da microbiota normal de mucosas e
pele e pode ser transmitida aos alimentos por contato direto ou indireto (através de
fragmentos de pele e secrecbes do trato respiratério). Nos alimentos, podem se
multiplicar e produzir enterotoxinas, a partir de contagens de S. aureus em torno de 10°
UFC/g.

Algumas caracteristicas dos estafilococos podem conferir vantagens e
favorecer a patogenicidade deste género. Este grupo cresce bem sob condi¢des de alta
pressdo osmotica e pouca umidade, o que, em parte, pode explicar porque sobrevivem
nas secrecdes nasais e na pele. Isto explica também como S. aureus pode crescer em
alimentos com alta pressdo osmadtica, como presuntos e outras carnes curtidas
(KONEMAN, 2008). S. aureus é patogénico por produzir uma série de toxinas que

debilitam o organismo e danificam tecidos. A habilidade esta espécie em desenvolver
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rapidamente resisténcia aos antibiéticos como penicilina, por exemplo, contribui para
seu perigo no caso de pacientes em ambiente hospitalar (KONEMAN, 2008).
FDA/CFSAN, 2005 e ICMSF, 1996, apud, Silva, et al., 2010, explicitam a

gravidade no caso de intoxicagao por S. aureus :

“A doenca transmitida por S. aureus é uma intoxicagdo, provocada pela
ingestdo de toxinas formadas no alimento, quando ocorre a multiplicacdo das
células. As toxinas sdo proteinas de baixo peso molecular, resistentes a cocgéo
e as enzimas proteoliticas. A ingestdo de uma dose menor que 1 pg pode
provocar os sintomas da intoxicacdo e essa quantidade é atingida quando a
populacédo de S. aureus alcanca valores acima de 10° UFC/g de alimento”

Silva, et al. (2010) relatam que entre alimentos relacionados a surtos causados
por S. aureus estdo carnes e produtos carneos (especialmente presuntos), aves, ovos,
produtos lacteos e derivados (especialmente queijos), saladas mistas com varios
ingredientes (ovos, atum, frango, batata), patés, molhos, macarréo, tortas de cremes,

bombas de chocolate e sanduiches com recheios.

2.1.3 Listeria spp.

O género Listeria compreende bactérias Gram-positivas, ndo formadoras de
esporos, anaerobias facultativas, em forma de bastonetes regulares. Enquanto todas as
espécies de Listeria podem ser isoladas do meio ambiente e de uma variedade de
animais, tanto patdogenos quanto comensais, apenas Listeria monocytogenes € um
patdgeno bem conhecido de animais, especialmente os domésticos (roedores, cavalos,

coelhos, ovinos, ruminantes) e humanos. Os animais adquirem a infeccdo do meio
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ambiente, onde o micro-organismo contamina vegetacdo e solo. As infec¢cdes nestes
incluem sepse, trombencefalite, prematuridade e aborto.

L. monocytogenes é um contaminante comum de produtos alimenticios. Tem a
capacidade de crescer em biopeliculas na superficie de diversos alimentos, e a
refrigeracdo aumenta, na realidade, o crescimento destes micro-organismos, em virtude
de sua capacidade de crescer a 4°C (KONEMAN, 2008). Caracteristicas importantes da
L. monocytogenes incluem sua capacidade de sobreviver dentro das células fagociticas
e de crescer em temperaturas de refrigeracdo (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). Esta
espécie pode contaminar alimentos, especialmente laticinios.

Pode ocorrer infeccdo sintomatica aguda por esta bactéria durante a gravidez,
habitualmente na segunda metade da gestacdo (segundo ou terceiro trimestre), e a
doenca manifesta-se com sintomas semelhantes a influenza, com febre, faringite,
mialgia, mal-estar, dor na parte inferior do abdome e dor nas costas. A infeccédo, nao
sendo tratada, podera provocar um aborto espontaneo, aumentar a probabilidade de o
bebé sofrer de problemas respiratérios, meningite ou hipotermia, logo apo6s o
nascimento. A gestante pode, ainda, transmitir a infecgcdo ao bebé (durante o parto)

(KONEMAN, 2008).

2.1.4 Salmonella spp.

As bactérias Salmonella sdo bastonetes Gram-negativos, anaerébios

facultativos e nédo formadores de esporos. Quase todas as espécies ou sorotipos deste

género sao potencialmente patogénicos. As salmonelas sao habitantes comuns do trato
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intestinal de varios animais, principalmente aves domésticas e bovinos. Em condi¢cGes
sanitarias precarias, elas podem contaminar alimentos. Produtos a base de carne séo
particularmente suscetiveis & contaminacao por Salmonella. Estima-se que um ovo em
cada 20 mil esteja contaminado por esta bactéria (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

A salmonelose constitui uma importante causa de doenca entérica bacteriana
tanto em humanos como outros animais. A cada ano, estima-se que ocorram 1 milh&do e
400 mil casos de salmonelose em seres humanos nos Estados Unidos, resultando em
16.000 hospitalizacbes e aproximadamente 600 mortes. Os laboratérios de saude
publica efetuam a sorotipagem de cerca de 35.000 desses casos, cujos resultados sao
eletronicamente transmitidos aos CDC (Centers for Disease Control and Prevention). As
infeccbes humanas por salmonelas sdo mais comumente causadas pela ingestdo de
alimentos, agua ou leite contaminados por fezes humanas ou de animais (KONEMAN,

2008).
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3 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo principal verificar se queijos e salames
comercializados em duas cidades-sede da copa do mundo de futebol de 2014, Curitiba

e Porto Alegre, sdo proprios para consumo.

Obijetivos especificos:

e Isolamento primério e identificacdo presuntiva de bactérias patogénicas em
gueijos e salames comercializados em duas cidades-sede da copa do mundo de
futebol de 2014, Curitiba e Porto Alegre.

¢ Quantificacdo das UFC (Unidades Formadoras de Colbnias) de coliformes totais,
E. coli, Staphylococcus coagulase positiva, por grama, por tipo de alimento e
localidade.

e Pesquisa de Listeria monocytogenes e Salmonella sp, por tipo de alimento e
localidade.

e Comparacdo dos dados obtidos com a legislagdo aplicavel, RDC 12/2001 da

ANVISA.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. AREA DE ESTUDO

Foram coletados seis amostras queijos e seis amostras de salames nas cidades
de Porto Alegre e Curitiba entre fevereiro e abril de 2013. Cada amostra foi comprada

de um estabelecimento comercial diferente.

4.2. COLETA, TRANSPORTE E PRESERVACAO DAS AMOSTRAS

As amostras continham um minimo de 200g cada. Imediatamente apds a
compra os alimentos foram acondicionados em gelo e caixa de isopor hermeticamente
fechada e encaminhados ao Laboratério de Controle de Qualidade da Laborclin —

Produtos para Laboratorios Ltda, Pinhais, Parana.

4.3. ISOLAMENTO PRIMARIO - ETAPA COMUM

Antes da abertura das embalagens, a area externa das embalagens foi

desinfetada com alcool 70% para remoc¢ao dos contaminantes presentes. A abertura e
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retirada das aliquotas foram realizadas em bancada com bico de Bunsen, no interior de
sala com filtracdo de ar e pressdo positiva (capela de fluxo laminar), para prevenir
qualquer contaminacdo ambiental. No caso do salame foi removida a pelicula que
protege o mesmo (SILVA, et al., 2010).

Os utensilios utilizados para fragmentar as amostras, como facas, garfos e
placas de vidro, foram previamente embalados e autoclavados a 120 °C, 1 atm, por 20
min, assim como, secos em estufa a 45 °C até secar.

Uma aliquota de 259 de cada queijo e cada salame foi fracionada. Cortaram-se
pequenas por¢des do alimento em varias regiées do mesmo.

O alimento fracionado foi acondicionado em cartucho plastico esterilizado e
pesado em balanca de precisdo. Em seguida foi adicionado 225mL de agua peptonada
0,1%, 1% ou Caldo Fraser conforme especificidades de cada micro-organismo isolado.
O cartucho foi vedado com grampo proprio. Com movimentos entre a palma das méaos
homogeneizou-se por sessenta segundos a mistura do alimento com a &gua
peptonada. Esta mistura foi transferida para o frasco original da 4gua peptonada e deu-

se sequéncia as diluicdes seriadas (Figura 1).
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FIGURA 1 - FLUXOGRAMA DO PREPARO DE AMOSTRA E DILUI(;C)ES PARA CONTAGEM.
FONTE: Manual de Analises Microbioldgicas em Industrias, LABORCLIN, 2012 (adaptado)

4.3.1 Isolamento de coliformes totais e Escherichia coli

17

O isolamento de coliformes totais e E. coli foi realizado semeando-se em

superficie 0,1 mL da amostra diluida, com alca de Drigalski, em agar ECC®, conforme o

fluxograma (Figura 2). As placas foram incubadas por 24+2 horas a 35+1°C. Coldnias

réseas sao tipicas de coliformes totais, colénias azul-claro e azul-escuro sao tipicas de

E. coli. As coldnias tipicas foram repicadas em agar Cromoclin US® para confirmagao,

no qual coliformes totais apresentam coloracdo azul, e E. coli résea.
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Diluicao 10% 10°
| |
0,1mL 0,1mL
Semeadura em O O
Superficie , ,
Agar ECC Agar ECC

Incubagdo 2412 horas a 35+1°C

Repique Q

Cromoclin US

FIGURA 2 — FLUXOGRAMA DE ISOLAMENTO E CONTAGEM DE COLIFORMES E E. coli.
FONTE: Manual de Analises Microbiologicas em Indistrias, LABORCLIN, 2012 (adaptado)

4.3.2 Isolamento de Staphylococcus coagulase positiva

O isolamento de Staphylococcus coagulase positiva foi realizado semeando-se
em superficie 0,1 mL da amostra diluida, com alca de Drigalski, em agar agar Baird
Parker, conforme o fluxograma (Figura 3). As placas foram incubadas por 48+2 horas a
35+1°C. Em seguida foi realizado o teste de catalase das colbnias tipicas (cinzas ou
negras, com ou sem halo iridescente ou transparente). Colonias catalase positiva foram
repicadas em &gar Cromoclin US®, e depois submetidas a testes de identificacéo
bioquimica através do método de coagulase em lamina, utilizando Staphclin® (Laborclin,

Pinhais, Brasil).



19

10-5 10°
Diluigao | |
0,1mL 0,1mL
Semeadura em Q @
Superficie Agar Baird Agar Baird
Parker Parker
Incubagao

Repique O

Cromoclin US

FIGURA 3 — FLUXOGRAMA DE ISOLAMENTO E CONTAGEM DE Staphylococcus sp
FONTE: Manual de Analises Microbioldgicas em Industrias, LABORCLIN, 2012 (adaptado).

4.4 1ISOLAMENTO PRIMARIO DE Listeria spp.

Foram suspensos 25¢g do alimento em 225 mL de caldo Demi-fraser. Havendo
suspeita de crescimento, isto é, enegrecimento do caldo ap6s 24 horas de incubacéo a
30+1°C, foi repicado uma al¢ada para caldo Fraser em tubo. Este foi incubado a 35+1°C
por 48+2 horas. Havendo suspeita de crescimento, (enegrecimento do caldo), foi
repicada uma alcada para a superficie de agar ALOA. Apos 24 a 48h de crescimento
em 35+1°C, selecionaram-se as colbnias tipicas: azul claras, com ou sem halo
transparente para o agar ALOA, conforme fluxograma (Figura 4), (LABORCLIN, 2012).

Colonias tipicas foram repicadas em &gar TSA YE e identificadas
fenotipicamente através da coloracdo de Gram, teste de catalase e teste de motilidade

a 25°C em agar semissolido.
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Bacilos Gram-positivos curtos, catalase positiva, moveis a 25°C, foram
caracterizados como Listeria sp, e a identificacdo fenotipica das espécies de Listeria foi
realizada através da reacdo de fermentacdo da xilose, fermentacédo da ramnose, reacao

hemolitica em Agar sangue e reacao de Camp em Agar sangue.

25g de amostra +

. ~ - 225mL de Caldo Demi Fraser
Homogeneizacao |
Pré-enriquecimento
‘ 302C/24h
- . &
Enriquecimento
seletivo 1 algada em Caldo Fraser 10mL
‘ 35+1°C/48+2h
Agar ALOA O 1 algada estrias
35+1°C/48%2h
. &=
Repique
TSA-YE

FIGURA 4 — FLUXOGRAMA ISOLAMENTO DE Listeria spp.
FONTE: Manual de Analises Microbiologicas em Industrias, LABORCLIN, 2012 (adaptado)
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4.5 ISOLAMENTO PRIMARIO DE Salmonella spp.

Foram diluidos 25¢g do alimento em 225 mL de agua peptonada tamponada 1%.
ApoOs 18 horas de incubacao a 37+1°C, foi repicado 0,1 mL da agua peptonada para 10
mL do caldo Rappaport Vassiliadis Soja (RVS) e 1,0 mL da agua peptonada para 10 mL
do caldo tetrationato Muller Kauffmann Novobiocina (MKTTn), acrescido de um disco de
Novobiocina e 0,2 mL de lugol. Apos 24 horas de incubacédo a 41,5+1°C e 37t1°C
respectivamente foi repicada 1 algcada na superficie da triplaca agar XLD, verde
brilhante e Salmonella cromogénico, da Laborclin®. As placas foram incubadas a
37+1°C por 24+£2 horas, conforme o fluxograma apresentado na Figura 5 (LABORCLIN,
2012).

As colbnias caracteristicas de Salmonella, negras em agar XLD, roxas no agar
Salmonella cromogénico foram repicadas em agar nutriente e identificadas
fenotipicamente através do sistema de identificacdo Bac tray® (Laborclin, Pinhais,

Brasil).
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25g de amostra +

- 225mlL de H,O peptonada
Homogeneizagdo | tamponada
Pré-enriquecimento
‘ 379C/18h
0,1mL 1mL
- = Caldo
| 1 algada tetrationato
| Estrias - (MKTTn} 10mL
+19 .
41,5£19C/24h ‘ XLD/Verde Brilhante ‘ 37¢C/24h
/Salmonella
. Cromogenico .
37¢eC/24h 379C/24h

Repiaue () gar ntriente

FIGURA 5 — FLUXOGRAMA DO ISOLAMENTO DE Salmonella spp.
FONTE: Manual de Analises Microbioldgicas em Industrias, LABORCLIN, 2012 (adaptado)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As Tabelas 1 a 5 e Graficos 1 a 5 ilustram os resultados obtidos. Os valores
estdo expressos em logaritmo de base 10 para a contagem de UFC, por grama de
alimento para quantificacdo de coliformes totais, E. coli e Staphylococcus coagulase
positiva. Os valores de referéncia da RDC 12/2001 também foram transformados para
logaritmo de base 10. O primeiro valor do eixo “y” é o valor-referéncia. Para Listeria spp.

E Salmonella spp. Os resultados foram expressos em presencga ou auséncia em 25g de

alimento.

5.1 QUANTIFICACAO DE COLIFORMES TOTAIS

Os coliformes totais foram isolados de duas amostras (33,3%) de salame com
quantificacdo entre 4,60 a 4,91 log,o UFC/g (Grafico 1) e 5 amostras (83,3%) de queijos
com quantificagéo entre 4,38 a 8,56 logio UFC/g (Grafico 2). Ndo ha parametros em

legislacao vigente (Tabela 1).
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TABELA 1 - QUANTIFICAGAO DE COLIFORMES TOTAIS/G DE AMOSTRAS DE SALAMES E
QUEIJOS COMERCIALIZADOS NAS CIDADES DE PORTO ALEGRE E CURITIBA

Amostra Cidade Alimento Coliformes totais
SO01A Porto Alegre Salame <2
S01B Porto Alegre Salame <2
So1C Porto Alegre Salame <2
QO1A Porto Alegre Queijo <2
Q01B Porto Alegre Queijo 7,66
Qo1C Porto Alegre Queijo 8,56
S02A Curitiba Salame <2
S02B Curitiba Salame 4,91
S02C Curitiba Salame 4,60
QO02A Curitiba Queijo 5,32
Q02B Curitiba Queijo 7,08
Q02C Curitiba Queijo 4,38

Fonte: A autora (2013).
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GRAFICO 1 — QUANTIFICACAO DE COLIFORMES TOTAIS EM SALAMES.
Fonte: A autora (2013).
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GRAFICO 2 — QUANTIFICACAO DE COLIFORMES TOTAIS EM QUEIJOS
Fonte: A autora (2013).

5.2 QUANTIFICACAO DE E. coli

E. coli ndo foi isolada de amostras de salames, no entanto foram isolados a
partir de 4 amostras (66,7%) de queijos apresentando quantificacdo entre 2,48 a 6,30
logio UFC/g. Considerando a E. coli ser a principal representante de coliformes a 45°C,
também conhecida como coliformes termotolerantes, a tolerancia indicativa para este
micro-organismo é de 2,7 log;o UFC/g. Assim, 3 amostras de queijo (50%) estdo com
quantificacdo acima da permitida em legislacao vigente (Tabela 2, Gréfico 3).

Borges et al. (2013), obtiveram contagens entre 5,97 e 7,28 logio UFC/g de
coliformes termotolerantes em queijos Minas artesanais comercializados na feira livre

na cidade de Cataldo, sugerindo a necessidade de implantacdo de boas praticas de
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fabricacdo nas unidades produtoras deste queijo pois a sua presenca indica

contaminacgao

por matéria fecal.

TABELA 2 - QUANTIFICAGAO DE E. coli/G DE AMOSTRAS DE SALAMES E QUEIJOS

COMERCIALIZADOS NAS CIDADES DE PORTO ALEGRE E CURITIBA

Amostra Cidade Alimento E. coli
SO01A Porto Alegre Salame <2
S01B Porto Alegre Salame <2
So1C Porto Alegre Salame <2
QO1A Porto Alegre Queijo <2
QO01B Porto Alegre Queijo 6,30
Qo1C Porto Alegre Queijo 6,08
S02A Curitiba Salame <2
S02B Curitiba Salame <2
S02C Curitiba Salame <2
QO02A Curitiba Queijo 2,48
Q02B Curitiba Queijo <2
Q02C Curitiba Queijo 3,85

Fonte: A autora (2013).
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GRAFICO 3 — QUANTIFICACAO DE E. coli EM QUEIJOS
Fonte: A autora (2013).
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5.3 QUANTIFICAGCAO DE Staphylococcus COAGULASE POSITIVA

Foram isolados Staphylococcus coagulase positiva a partir de uma amostra de
salame (16,7%) com quantificagdo de 6,0 logio UFC/g, e a partir de 2 amostras de
queijos (33,3%), numa quantificacdo entre 3,95 a 5,59 log;o UFC/g, estando todos
acima da tolerancia permitida em legislacdo vigente, que é de 3,7 logiy UFC de
Staphylococcus coagulase positiva/g de salame e de 2,7 logio UFC de Staphylococcus
coagulase positiva/g de queijos de muita alta umidade (Tabela 3, Graficos 4 e 5).

Os dados obtidos corroboram os de Afra et al. (2013), os quais constataram que
33,3% de gueijo coalho comercializados nas praias do estado de Alagoas estdo com
contagens superiores as previstas em legislacdo, indicando falha no processamento
térmico, oferecendo risco de toxinfeccbes a populacdo que consome 0 queijo nas

praias.

TABELA 3 - QUANTIFICACAO DE Staphylococcus COAGULASE POSITIVA/G DE AMOSTRAS DE
SALAMES E QUEIJOS COMERCIALIZADOS NAS CIDADES DE PORTO ALEGRE E

CURITIBA
Amostra Cidade Alimento Staphylococcus
coagulase positiva
SO01A Porto Alegre Salame <2
S01B Porto Alegre Salame <2
S01C Porto Alegre Salame <2
QO1A Porto Alegre Queijo <2
Q01B Porto Alegre Queijo <2
Qo1C Porto Alegre Queijo <2
S02A Curitiba Salame <2
S02B Curitiba Salame 6,00
S02C Curitiba Salame <2
QO02A Curitiba Queijo <2
Q02B Curitiba Queijo 5,59
Q02C Curitiba Queijo 3,95

Fonte: A autora (2013).



T

S~

2 97 -

-]

S 87 -

&

o

- 7,7 A

2 £

S o

8 & 6,7 1 6,00

9o

>

S 57

2

2 a7

\E <2 <2 <2 <2 <2
SO1A S01B S01C SO02A S02B S02C

Amostras coletadas nas cidades de Porto Alegre (01) e Curitiba (02)

GRAFICO 4 — QUANTIFICACAO DE Staphylococcus COAGULASE POSITIVA EM SALAMES
Fonte: A autora (2013).
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GRAFICO 5 — QUANTIFICACAO DE Staphylococcus COAGULASE POSITIVA EM QUEIJOS
Fonte: A autora (2013).
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Foram isolados Listeria sp A partir de 1 amostra (16,7%) de queijos, e 3

amostras (50,0%) de salames,

no entanto ndo houve

monocytogenes nas amostras analisadas (Tabela 4).

recuperacdo de L.

A presenca de microbiota competitiva como E. coli pode inibir o crescimento de

Listeria (SILVA et al., 2013).

TABELA 4 - PESQUISA DE Listeria spp. EM 25 G DE AMOSTRAS DE SALAMES E QUEIJOS
COMERCIALIZADOS NAS CIDADES DE PORTO ALEGRE E CURITIBA

Amostra Cidade Alimento Listeria spp.
SO01A Porto Alegre Salame Auséncia
S01B Porto Alegre Salame Auséncia
S{okle Porto Alegre Salame Auséncia
QO1A Porto Alegre Queijo Auséncia
QO01B Porto Alegre Queijo Presenca
Qo1C Porto Alegre Queijo Auséncia
S02A Curitiba Salame Presenca
S02B Curitiba Salame Presenca
S02C Curitiba Salame Presenca
QO02A Curitiba Queijo Auséncia
Q02B Curitiba Queijo Auséncia
Q02C Curitiba Queijo Auséncia

FONTE: A autora (2013).

5.5 PESQUISA DE PRESENCA DE Salmonella spp.

Foram isoladas Salmonella sp A partir de uma amostra (16,7%) de salame

(Tabela 5).

Do total de 286 surtos analisados no estado do Parana, entre 1999 e 2008, 1%

foi motivado pelo queijo e 34,8% por carnes e derivados. Cerca de 49,7% estiveram
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associados a reunides familiares, sugerindo que as a¢des da Vigilancia Sanitaria devem

assumir um carater educativo, tanto para trabalhadores de estabelecimentos comerciais

quanto para manipuladores domeésticos (KOTTWITZ et al., 2010).

TABELAS - PESQUISA DE Salmonella spp. EM 25 G DE AMOSTRAS DE SALAMES E QUEIJOS

COMERCIALIZADOS NAS CIDADES DE PORTO ALEGRE E CURITIBA

Amostra Cidade Alimento Salmonella spp.
SO01A Porto Alegre Salame Auséncia
S01B Porto Alegre Salame Auséncia
S01C Porto Alegre Salame Auséncia
QO1A Porto Alegre Queijo Auséncia
QO01B Porto Alegre Queijo Auséncia
Qo1C Porto Alegre Queijo Auséncia
S02A Curitiba Salame Auséncia
S02B Curitiba Salame Presenca
S02C Curitiba Salame Auséncia
QO02A Curitiba Queijo Auséncia
Qo02B Curitiba Queijo Auséncia
Qo02C Curitiba Queijo Auséncia

Fonte: A autora (2013).
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6 CONCLUSAO

Aproximadamente 66,7% dos queijos (quatro amostras, do total de seis) e 16,7%
de salames analisados (uma amostra, do total de seis), produzidos
artesanalmente nas regides metropolitanas de Porto Alegre e Curitiba,
apresentaram-se impréprios para consumo humano, de acordo com a resolucéo
RDC 12 (BRASIL, 2001).

Coliformes totais foram isolados de 83,3 % dos queijos e 33,33% dos salames,
sendo de duas amostras de salames provenientes de Curitiba e, de duas
amostras de queijos de Porto Alegre e de trés amostras de queijos de Curitiba;
embora ndo exista uma legislacdo vigente para estes micro-organismos nos
alimentos avaliados, foram realizados estes testes para fins de comparacéao.

E. coli foram isolados apenas de amostras de queijo, de quatro amostras, sendo
duas de Porto Alegre e duas de Curitiba. Das quatro amostras positivas, trés
apresentaram contagens superiores a permitida pela RDC 12.

Staphylococcus coagulase positiva foram isolados de uma amostra de salame e
duas de queijos, apenas em Curitiba, com contagens acima da tolerada pela

RDC 12.
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Listeria sp foram isolados de uma amostra de queijo de Porto Alegre e das trés
amostras de salames de Curitiba, entretanto a presenca de L. monocytogenes
nao foi confirmada.

Salmonella sp foram isoladas de uma amostra de salame proveniente de
Curitiba.

Os alimentos analisados apresentam contaminac¢des por potenciais patégenos
humanos, levando a necessidade de se estabelecer critérios mais rigidos na

producdo e comercializacdo destes produtos.
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