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RESUMO

O Estéagio Supervisionado Obrigatdrio (ESO) foi realizado no Laboratorio de Inspecao de Carne e
Leite (LICAL), vinculado ao Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE), no periodo de setembro de 2024 a julho de 2025, sob orientagdo
da Prof* Dr* Andrea Paiva Botelho Lapenda de Moura e coorientagdo da Prof* Dr* Maria Betania
de Queiroz Rolim. Com carga horaria de 950 horas, o estagio teve como objetivo proporcionar
uma vivéncia pratica no campo da microbiologia de alimentos, por meio da execugdo de um
projeto de pesquisa voltado a saude publica e seguranga alimentar. A carne moida bovina, por sua
alta manipulagdo, pH favordvel e ampla superficie de contato, ¢ altamente suscetivel a
contaminacdo microbioldgica. Diante disso, o trabalho buscou investigar a qualidade
higiénico-sanitaria desse produto, avaliando parametros microbiologicos e a presenga de
possiveis fraudes comerciais, como a adicdo de conservantes nao permitidos. O estudo foi
desenvolvido em estabelecimentos comerciais do bairro da Varzea, Recife-PE, considerando a
relevancia da tematica para a saude coletiva ¢ o enfrentamento da resisténcia antimicrobiana.
Durante o ESO, foram realizadas atividades como coleta de amostras em campo, preparo e
andlise laboratorial segundo protocolos normatizados, além da interpretacdo critica dos resultados
obtidos. A experiéncia permitiu o aprofundamento em técnicas analiticas, normas de
biosseguranca e raciocinio cientifico aplicado a medicina veterinaria preventiva. Além de gerar
dados relevantes, o estdgio contribuiu para a formacao profissional ao integrar teoria e pratica
com foco na protegdo da saude publica, reforgando o papel do médico-veterinario como agente de

vigilancia sanitaria e promotor da qualidade dos alimentos.

Palavras-chave: Estidgio supervisionado; microbiologia de alimentos; carne moida; satde

publica; vigilancia sanitaria.



ABSTRACT

The Supervised Internship (ESO) was conducted at the Laboratory of Meat and Milk Inspection
(LICAL), part of the Department of Veterinary Medicine at the Federal Rural University of
Pernambuco (UFRPE), from September 2024 to April 2025, under the guidance of Prof. Dr.
Andrea Paiva Botelho Lapenda de Moura and co-supervision of Prof. Dr. Maria Betania de
Queiroz Rolim. With a workload of 560 hours, the internship aimed to provide practical
experience in the field of food microbiology through the development of a research project
focused on public health and food safety. Ground beef, due to its high level of handling, favorable
pH, and large surface area, is highly susceptible to microbiological contamination. In this context,
the project investigated the hygienic-sanitary quality of ground beef, assessing microbiological
parameters and the presence of possible commercial frauds, such as the addition of unauthorized
preservatives. The study was conducted in retail establishments located in the Varzea
neighborhood, Recife-PE, highlighting the topic’s importance to collective health and the fight
against antimicrobial resistance. During the internship, activities included field sampling,
laboratory preparation and analysis following standardized protocols, and critical interpretation of
results. The experience enabled deeper understanding of analytical techniques, biosafety
standards, and scientific reasoning applied to preventive veterinary medicine. Beyond generating
relevant data, the internship contributed to professional development by integrating theory and
practice with a focus on public health protection, reinforcing the veterinarian’s role as a public

health agent and food safety promoter.

Keywords: Supervised internship; food microbiology; ground beef; public health; sanitary

surveillance.
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1-CAPITULO I

1.1 INTRODUCAO SOBRE O ESO

O estagio supervisionado obrigatdrio foi realizado no Laboratdrio de Inspegdo de Carne e
Leite (LICAL), localizado na Rua Dom Manuel de Medeiros, s/n — Dois Irmaos, Recife — PE, no
Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE),
durante o periodo de 01/09/2024 a 01/04/2025, de segunda a sexta, das 08:00 as 12:00,
totalizando 560 horas de carga horaria, sob a supervisao da Prof'. Dr* Andrea Paiva Botelho
Lapenda de Moura. O objetivo do estagio foi o desenvolvimento de pesquisa cientifica

envolvendo analise microbioldgica e pesquisa de adulterantes em carne moida bovina.

1.2 DESCRICAO DO LOCAL DE ESTAGIO

O LICAL ¢ um laboratério voltado para o desenvolvimento de aulas praticas das
disciplinas Inspecao de Carne e Produtos Derivados e Inspe¢do de Leite ¢ Produtos Derivados e
pesquisas cientificas e de extensao pautadas na Iniciagdo Cientifica, mestrados e doutorados. Em
seu recinto tem-se uma equipe multiprofissional formada por médicas veterinarias, bidlogos,
quimicos, nutricionistas, entre outros profissionais, que conjuntamente com a presenga da técnica
de laboratorio e monitores das disciplinas supracitadas, desenvolvem os mais variados trabalhos

de ensino, pesquisa e extensdo pautados na orientacdo ¢ bom relacionamento interpessoal.

O laboratério dispde de equipamentos e insumos para a realizagdo das atividades, como
estufas, bico de Bunsen, stomacher, balanga de precisdo, banho-maria, autoclave, contador de
colonias, destilador de agua, geladeiras e congeladores para o estoque de materiais, meios de

cultura, placas de petri e uma gama de vidrarias.
1.3 DESCRICAO DAS ATIVIDADES DO ESO
1.3.1 Coleta das Amostras

Foram colhidas amostras, com aproximadamente 100 gramas de carne moida de primeira e

segunda categorias, de estabelecimentos comerciais do Bairro da Varzea, Recife - PE. Apds a
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identificacdo, as amostras foram acondicionadas em caixa isotérmica contendo gelo artificial e
transportadas para o Laboratério de Inspecdo de Carne e Leite (LICAL), do Departamento de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), onde foram realizadas

analise para atestar a qualidade.
1.3.2 Processamento das Amostras

O processo analitico para realizacdo das analises microbiologicas seguiu as diretrizes
estabelecidas pela norma ISO 6888-1:2021 para a quantificagdo de Staphylococcus aureus.
Precisamente 10 g da amostra foi homogeneizada em 90 mL de Solucdo Salina Peptonada 0,1%.
Foram realizadas quatro dilui¢cdes seriadas para garantir a obtengdo de colonias isoladas e viaveis

para contagem. As analises foram conduzidas em duplicata, totalizando oito placas por amostra.

Para identificacdo e contagem de estafilococos, foi realizado o método de plaqueamento
APHA 39.63:2015, conforme citado por Silva (2018). A partir de quatro dilui¢cdes selecionadas
das amostras, foi inoculado 0,1 ml de cada diluicdo na superficie de placas de agar Baird-Parker.
O in6culo foi espalhado com uma alga de Drigalski, das placas de maior para as de menor

diluigao.
1.3.3 Identificacdo e Contagem Bacteriana

Para o isolamento de Staphylococcus sp., foi utilizado o meio de cultura Agar
Baird-Parker (BP), suplementado com gema de ovo e telurito. As placas foram incubadas a 37°C
por um periodo de 24 a 48 horas. O crescimento de colonias pretas e brilhantes com halo claro
em Agar Baird-Parker foi considerado indicativo da presenca de Staphylococcus aureus. Assim,
trés colonias tipicas de cada amostra foram submetidas ao teste de coagulase utilizando
Coaguplasma para confirmagdo. Na falta de recursos para a obtengdo do Coaguplasma, também
foram realizadas provas de DNAse, avaliando a capacidade do microrganismo de produzir a
enzima desoxirribonuclease (DNAse), auxiliando na diferenciagdo de Staphylococcus spp. Para o
teste, colonias puras cultivadas por 24 horas foram inoculadas no meio DNAse, por estrias, €
incubadas a 35° C por 18 a 24 horas. Apds a incubacdo, adicionou-se HCl IN diretamente na

placa para interpretagdo dos resultados. A presenga de uma zona clara ao redor da coldnia indica



16

um resultado positivo, enquanto a auséncia dessa zona ¢ a formagao de precipitados indicam um

resultado negativo.

Foi contado o nimero de colonias por placa, considerando 15 a 300 colonias: as placas
com menos de 15 colonias foram consideradas sem crescimento e, acima de 300 coldnias, como
incontaveis. Apos esse procedimento, foi realizado o calculo de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) por grama de alimento, descrito na norma ISO 6887-1 para contagem
microbiologica, sendo utilizado, especialmente, quando se realiza semeadura em placas com

diluigdes seriadas.

Quando havia apenas um tipo de colonia nas placas, o calculo foi realizado de forma
direta, utilizando-se a soma das coldnias contadas nas placas selecionadas. Quando o niimero de
colonias confirmadas foi igual ao nimero de coldnias selecionadas e repicadas, o resultado foi
igual a contagem inicial, levando-se em consideragdo a dilui¢do utilizada. No entanto, quando o
nimero de coldnias confirmadas foi diferente do nimero de coldnias selecionadas e repicadas,
calculou-se a propor¢do de colonias positivas, conforme calculo descrito na ISO 6888-1, e o
resultado final foi a soma dos resultados de colonias tipicas e atipicas confirmadas. Esse
procedimento garantiu maior precisdo na quantificagdo microbioldgica, especialmente em
situagdes nas quais havia possibilidade de confusdo entre colonias visualmente semelhantes, mas

de naturezas distintas.
1.3.4 Teste de Suscetibilidade Antimicrobiana in vitro

Para a avaliagdo do perfil de resisténcia aos antimicrobianos in vitro, foi empregada a
técnica de difusdo em disco em agar Mueller-Hinton (Difco Laboratories Inc., Detroit, United
States), conforme descrito por Bauer et al. (1996). O teste de resisténcia fenotipico foi realizado
utilizando discos impregnados com antibioticos de amplo espectro. A interpretagdo dos
resultados foi realizada por meio da leitura dos halos de inibi¢do, de acordo com o Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2022). Foram testadas as seguintes classes de
antimicrobianos utilizadas pela medicina humana para tratar infecgdes por Staphylococcus spp.:
aminoglicosideos, fluoroquinolonas e quinolonas, fenicois, tetraciclinas, penicilinicos e

inibidores de beta-lactamases, macrolideos e oxazolidinonas.
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1.3.5 Pesquisa de adulterantes
1.3.5.1 Preparacio da por¢io de teste para Pesquisa de Formol:

Foram macerados 100 g da amostra com 100 mL de agua destilada em um Becker. Em
seguida, a mistura foi transferida para um baldo de Kjeldahl de 500 mL, acidificada com acido
fosforico (H:POs), adicionando-se um mL em excesso. O sistema foi conectado a um

condensador, e realizou-se a destilagdo lenta de 50 mL.

1.3.5.2. Teste de acido cromotropico

(a) Reagente - Preparou-se uma solucdo saturada de acido
1,8-di-hidroxinaftaleno-3,6-dissulfénico (aproximadamente 500 mg/100 mL) em cerca de 72% de
acido sulfurico (H=SO.), vertendo-se 150 mL de H:SO: sobre 100 mL de 4gua e deixando resfriar. A
solugdo obtida apresentou coloragido palha clara.

(b) Teste - Adicionaram-se cinco mL do reagente em tubo de ensaio, seguido de um mL do
destilado da etapa anterior, com agitacdo. O tubo foi colocado em banho-maria fervente por 15
minutos, sendo feita a observagio durante o aquecimento. A presenca de formaldeido (HCHO) é
indicada por meio da formag¢do de coloracdo roxa, variando de claro a profundo, conforme a

concentracido presente do quimico.

1.3.5.3 Analise da presenca de sulfito

Para a analise de sulfitos nas amostras, foram pesados 3,5 g de cada uma, adicionando-se
0,5 mL da solucdo de verde malaquita 0,02%. Com o auxilio de uma espatula, a mistura foi
homogeneizada por um a dois minutos. A presenca de sulfito ¢ evidenciada pelo desaparecimento
da pigmentagdo da solugdo, enquanto na auséncia do composto, observa-se coloragao

verde-azulada, conforme descrito por Lutz (2008 — 277/IV).

1.4 DISCUSSAO DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

O estagio supervisionado obrigatorio no LICAL foi fundamental para aplicar na pratica os
conhecimentos adquiridos ao longo da graduagdo, especialmente nas areas de microbiologia de

alimentos. As atividades realizadas, como coleta e analise microbiologica de amostras de carne
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moida, permitiram o desenvolvimento de habilidades técnicas ¢ laboratoriais essenciais para a

atuacao profissional.

A execucao das andlises microbiologicas e fisico-quimicas seguiu normas reconhecidas,
garantindo a padronizagdo e a confiabilidade dos resultados. O teste de suscetibilidade
antimicrobiana refor¢cou a importancia do controle sobre o uso de antibidticos, enquanto os testes
de detec¢do de formaldeido e sulfitos evidenciaram a relevancia do monitoramento contra fraudes

e praticas ilegais na cadeia alimentar.

Além do aprimoramento técnico, o estdgio contribuiu para o desenvolvimento do senso
critico, da responsabilidade ética e da compreensdo sobre a importancia da seguranca alimentar e

da saude publica.
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2. CAPITULO II - CONTAGEM DE ESTAFILOCOCOS COAGULASE POSITIVA EM
AMOSTRAS DE CARNE BOVINA MOIDA COMERCIALIZADA EM
ESTABELECIMENTOS DO BAIRRO DA VARZEA, RECIFE-PE, BRASIL

2.1 RESUMO

Este trabalho teve como objetivo pesquisar a contagem da presenca de estafilococos coagulase
positiva em amostras de carne moida comercializadas no bairro da Varzea, Recife-PE, bem como
verificar a sua susceptibilidade antimicrobiana e a presenca de possiveis adulterantes. Foram
analisadas 21 amostras provenientes de 11 estabelecimentos comerciais identificados com letras
de A a K. As amostras de carne bovina tipo moida foram submetidas a analises microbiologicas
com base na norma ISO 6888-1:2021 e ao teste de susceptibilidade antimicrobiana in vitro. Os
resultados demonstraram que, das 10 amostras com presenga confirmada de estafilococos
coagulase positivo, nove (90%) apresentaram valores consideravelmente acima do limite maximo
de 10* UFC/g, com valores que variaram de 7,32 x 10? a mais de 3,0 x 10" UFC/g. Além disso,
73,3% das amostras testadas para resisténcia antimicrobiana apresentaram resisténcia a pelo
menos um antibidtico, com destaque para penicilina e linezolida. Dois casos de multirresisténcia
foram identificados. Em relag¢do aos adulterantes, das 10 amostras testadas para sulfito de sodio,
duas (20%) positivaram, enquanto nenhuma apresentou presenca de formol. A reincidéncia de
contaminagdo microbiologica nas coletas feitas em momentos diferentes refor¢a falhas
persistentes nas boas praticas de manipulacdo e conservagdo da carne. Pode-se concluir a
necessidade de implementacdo de boas praticas visando a melhoria das condigdes
higiénico-sanitarias na obteng¢ao de produtos seguros para o consumidor, além da necessidade de
maior fiscalizacdo pelos o6rgdos responsaveis, visando a prevencdo de doencas de origem
alimentar e resisténcia bacteriana.

Palavras-chaves: Staphylococcus coagulase positiva; carne moida; resisténcia antimicrobiana;

seguranga alimentar; adulteragao.
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2.2 ABSTRACT

This study aimed to investigate the count and presence of coagulase-positive Staphylococcus in
ground beef samples commercialized in the Varzea neighborhood, Recife-PE, as well as to verify
their antimicrobial susceptibility and the presence of possible adulterants. A total of 21 samples
from 11 commercial establishments, identified by letters from A to K, were analyzed. The results
showed that, among the 10 samples with confirmed presence of coagulase-positive
Staphylococcus, nine (90%) had values significantly above the legal limit of 10* CFU/g, ranging
from 7.32 x 10* to over 3.0 x 10" CFU/g. Furthermore, 73.3% of the samples tested for
antimicrobial resistance showed resistance to at least one antibiotic, with penicillin and linezolid
(40%) being the most common. Two cases of multidrug resistance were identified. Regarding
adulterants, two (20%) of the 10 tested samples were positive for sodium sulfite, while none
tested positive for formaldehyde. The recurrence of microbiological contamination in samples
collected at different times highlights persistent failures in good handling and meat preservation
practices. It can be concluded that the implementation of good practices is necessary to improve
hygienic-sanitary conditions and ensure the safety of food products for consumers, along with
increased oversight by regulatory authorities to prevent foodborne diseases and bacterial

resistance.

Keywords: coagulase-positive Staphylococcus; ground beef; antimicrobial resistance; food

safety; adulteration.



21

2.1 INTRODUCAO

O Brasil ¢, atualmente, um dos maiores produtores de carne bovina do mundo. Apesar da
crise que afetou todo o mundo devido a pandemia da Covid-19, o agronegodcio brasileiro

continuou em ascensdo, com destaque para a pecuaria de corte (Amorim et al., 2023).

Diante de um aumento de 300% no preco da carne bovina no mundo nas tltimas décadas,
dentre os diferentes cortes carneos, a carne moida mostra-se atrativa para a populacdo, devido ao
seu preco acessivel e praticidade no preparo (Aratjo, 2021). Porém, a carne moida € considerada
um produto de grande risco de contaminag@o, pois ao passar pelo processo de moagem, as fibras
musculares sdo rompidas, aumentando a superficie de contato (Fernandes et al., 2024). Ela
também apresenta alta umidade e pH proximo a neutralidade, entre 5,8 a 6,2, sendo favoravel
para tal, além de ser um produto altamente manipulado, aumentando a probabilidade de
contaminagao cruzada por utensilios sem as devidas condi¢des de higiene (Ferreira; Caminoto,

2021).

Segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS), em torno de 600 milhdes de pessoas
adoecem e 420 mil morrem por ano pela ingestdo de alimentos contaminados. Mais de 200
doengas podem ser causadas por alimentos contaminados com bactérias, virus, parasitas ou
substancias quimicas. Essas enfermidades ¢ mortes podem ser, em grande parte, evitaveis se a
seguranca alimentar for priorizada na cadeia produtiva desses alimentos, desde o produtor até o
consumidor (OMS, 2024). Assim, as doengas de origem alimentar tomam cada vez mais

importancia e destaque na saude publica.

Dentre as substancias quimicas, Cunha (2016) considera que o formaldeido tem a fungao
de conservante e desinfetante, para eliminar material bioldgico contaminante e que a adi¢ao deste
composto quimico em alimentos deve-se ao baixo custo e alta eficiéncia na conservacdo, sendo
utilizado para preservar e mascarar a baixa qualidade da matéria prima de carnes, leites e
produtos lacteos, com a finalidade de aumentar a vida 1til. Porém, ¢ importante ressaltar que a

adicao deste aldeido representa risco a satide do consumidor (United States of America, 2019).

Conforme abordagem apresentada por Martins et al. (2017), a utilizagdo de formol em
produtos de origem animal pode trazer danos severos a saude dos consumidores, devido a sua
solubilidade em &4gua, pois ¢ rapidamente absorvido no trato respiratorio e/ou gastrointestinal

humano, resultando em intoxicacdo por ingestdo e inalagdo, provocando sintomas que vao desde
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irritagdo nas mucosas (queimaduras) ¢ dificuldades respiratérias, até a desregulacdo do sistema
hormonal e da reprodu¢do humana. Sendo uma substancia conservante de material bioldgico, a
adicdo de formaldeido ¢ proibida em alimentos, sendo considerado uma fraude utilizada para
mascarar a qualidade de alimentos como as carnes, aumentando sua vida de prateleira, porém,

trazendo riscos a satide do consumidor (Cunha, 2016).

Produtos carneos apresentam uma composicao que facilita sua deterioracdo, e¢ cuidados
desde a producao ao consumo garantem sua qualidade (Conceicdo & Gongalves 2009). Devido a
esta composi¢cdo, os estabelecimentos varejistas vém utilizando artificios para mascarar a
deterioragdo do produto, como adigao de sulfito de s6dio que proporciona uma aparéncia fresca e
coloragdo vermelha ao produto bem como elimina o forte odor da putrefagdo. Porém, esta pratica
¢ considerada fraude pela legislagdo brasileira ao enganar o consumidor a respeito da qualidade

real da carne, e pode ocasionar varios danos a saude humana (Mantilla 2006).

A seguranca alimentar visa prevenir doengas de origem alimentar através da avaliagdo da
qualidade dos alimentos, de seus componentes e das praticas de fabricacdo no que diz respeito a
contaminantes microbioldgicos e quimicos. Uma abordagem "Omne Health" em seguranga dos
alimentos pode conduzir a avancos significativos em matéria de prevencao de doengas, nutri¢ao e
higiene alimentar, bem como a uma melhoria da saude mundial. Esta abordagem integradora
resolve problemas complexos que afetam a satide e a conservagdo, onde os animais, 0s seres
humanos e o ecossistema se cruzam, reduzindo as doengas zoondticas de origem alimentar e ¢ de
grande importancia nos paises em desenvolvimento. As doengas zoondticas sdo transmitidas dos
animais para os seres humanos ¢ vice-versa, ¢ os agentes patogénicos que causam doencas
zoonoticas sdo capazes de entrar no ambiente, contaminar a dgua e o solo, tendo, assim, um efeito

prejudicial na satide dos seres humanos, dos animais e do ecossistema (Garcia, 2019).

O género bacteriano Staphylococcus € composto por cocos Gram-positivos anaerobios
facultativos, ndo moveis e que aparecem como aglomerados sob exame microscopico. As
enterotoxinas estafilococicas sdo um dos causadores mais significativos de doengas de origem
alimentar, podendo estar associado tanto a matérias-primas contaminadas como a utensilios e
equipamentos, que podem ocasionar uma contamina¢do cruzada. A contaminagdo esta
frequentemente associada aos estafilococos coagulase-positivos (CoPS), classificados assim pela

producdo da enzima coagulase. Essas bactérias podem ser encontradas como comensais em seres
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humanos ¢ animais, no entanto, também sao responsaveis por graves enfermidades ¢ até mesmo
letais, pois, além da resisténcia antimicrobiana expressiva, carregam uma gama importante de

fatores de viruléncia (Gonzalez-Martin et al., 2020; Salamandane et al., 2022)

As infec¢Oes causadas por bactérias das familias Staphylococcaceae sdo agravadas pelo
surgimento de cepas resistentes a antimicrobianos diversos. A resisténcia antimicrobiana (RAM)
foi diretamente responsavel por 1,27 milhdes de mortes globais em 2019 e contribuiu para 4,95
milhdes de mortes, sendo uma das principais ameagas globais a saude publica e ao
desenvolvimento (OMS, 2023). O relatério do Global Antimicrobial Resistance and Use
Surveillance System (GLASS) de 2022 destaca taxas em 76 paises de 35% para Staphylococcus
aureus resistente a meticilina como uma grande preocupagao.

Tremea et al. (2019) e Mena (2021) afirmam que o ndo cumprimento da legislacdo, bem
como de normas sanitarias vém sendo observadas em amostras de carnes, como forma de reduzir
gastos com o descarte do alimento ou burlar métodos inadequados de produgao, armazenamento

e prazo de validade, o que pode trazer danos a saude dos consumidores.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Geral
Pesquisar a contagem de estafilococos coagulase positiva em amostras de carne bovina

moida comercializada em estabelecimentos do bairro da Varzea, Recife-PE, Brasil.

2.2.2 Especificos

1. Realizar teste de susceptibilidade antimicrobiana pelo método de difusdo de disco e
estudar o perfil de sensibilidade e resisténcia dos isolados de cepas do microrganismo
estudado frente aos antimicrobianos usualmente utilizados nos tratamentos de doencgas
transmitidas por alimentos.

2. Comparar os niveis de contaminagdo e resisténcia antimicrobiana em diferentes locais de
comercializacdo.

3. Verificar a presenca de adulterantes em amostras de carne bovina moida comercializada

em estabelecimentos do bairro da Varzea, Recife-PE, Brasil.
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2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Local de Estudo
Foram selecionados 11 estabelecimentos que se destacam no comércio de produtos

carneos, localizados no bairro da Varzea (Figura 1), Recife - PE, Brasil.

Figura 1: Regido onde foram coletadas amostras para o estudo.
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Fonte: https://g.co/kgs/WzGdQPs (2025).

2.3.2 Coleta das Amostras

A pesquisa foi realizada em dois momentos distintos, com o objetivo de obter um
panorama mais fidedigno da qualidade microbioldgica da carne moida comercializada. No
primeiro momento, foram coletadas amostras em 11 estabelecimentos diferentes, sendo realizadas
duas coletas por semana, até completar os pontos selecionados. Apos, foi realizada uma segunda
rodada de coletas nos mesmos estabelecimentos, com excecao do estabelecimento C, que havia
interrompido a producdo de carne moida. Dessa forma, foram coletadas mais 10 amostras na

segunda etapa, sendo realizado, também, a pesquisa de adulterantes.

Em cada visita, foi recolhida uma amostra com cerca de 100 gramas de carne moida,
contemplando tanto a carne de primeira quanto a de segunda categoria, conforme a
disponibilidade do local. As amostras foram devidamente identificadas, acondicionadas em caixa
isotérmica com gelo artificial (Figura 2) e transportadas até o Laboratdrio de Inspegao de Carne e

Leite (LICAL), vinculado ao Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal
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Rural de Pernambuco (UFRPE), onde foram realizadas as analises microbiologicas ¢ pesquisa de

adulterantes. Ao todo, foram analisadas 21 amostras.

Figura 2: Amostras identificadas e acondicionadas em caixa isotérmica contendo gelo artificial.

0. e

Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

2.3.3 Processamento das Amostras

O processo analitico para realizacdo das andlises microbioldgicas seguiu as diretrizes
estabelecidas pela norma ISO 6888-1:2021 para a quantificacdo de Staphylococcus aureus: 10 g
de cada amostra foi homogeneizada em 90 mL de Solucdo Salina Peptona 0,1%. Foram
realizadas quatro dilui¢cdes seriadas para garantir a obtencdo de coldnias isoladas e viaveis para

contagem. As analises foram conduzidas em duplicata, totalizando oito placas por amostra.

Para identifica¢do e contagem de estafilococos, foi realizado o método de plaqueamento
APHA 39.63:2015 (Figura 3), conforme citado por Silva (2018). A partir de quatro diluigdes
selecionadas das amostras, foi inoculado 0,1 ml de cada diluicdo na superficie de placas de agar
Baird-Parker. O inoculo foi espalhado com uma alga de Drigalski, das placas de maior para as de

menor dilui¢do (Figura 4).
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Figura 3: Materiais utilizados para plaqueamento pelo método APHA 39.63:2015

Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

Figura 4: In6culo sendo espalhado em placas de dgar Baird-Parker com auxilio da alca de

Drigalski

Fonte: Arquivo pessoal, 2025.
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2.3.4 Identificacdo e Contagem Bacteriana

Para o isolamento de Staphylococcus aureus, foi utilizado o meio de cultura Agar
Baird-Parker (BP), suplementado com gema de ovo e telurito. As placas foram incubadas a 37°C
por um periodo de 24 a 48 horas (Figura 5). O crescimento de colonias pretas e brilhantes com
halo claro em Agar Baird-Parker foi considerado indicativo da presenga de Staphylococcus
aureus. Assim, trés colonias tipicas de cada amostra foram submetidas ao teste de coagulase
utilizando Coaguplasma para confirmagao (Figura 6). Na falta de recursos para a obtengdo do
Coaguplasma, também foram realizadas provas de DNAse, avaliando a capacidade do
microrganismo de produzir a enzima desoxirribonuclease (DNAse), auxiliando na diferencia¢dao
de Staphylococcus spp. Para o teste, colonias puras cultivadas por 24 horas foram inoculadas no
meio DNAse por estrias e incubadas a 35° C por 18 a 24 horas. Apds a incubacgao, adicionou-se
HCI 1IN diretamente na placa para interpretagdo dos resultados. A presenga de uma zona clara ao
redor da colonia vem indicar um resultado positivo, enquanto a auséncia dessa zona e a formagao

de precipitados vém indicar um resultado negativo (Figura 7).

Figura 5: Placas incubadas a 37°C.

Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

Foi contado o numero de colonias por placa, considerando 15 a 300 coldnias. Os que
tinham nimero de coldnias por placa abaixo de 15 foram considerados sem crescimento, aqueles

acima de 300, incontaveis. Apds esse procedimento, foi realizado o céalculo de Unidades



29

Formadoras de Colonias (UFC) por grama de alimento, descrito na norma ISO 6887-1 para
contagem microbioldgica, sendo utilizado especialmente quando se realizava a semeadura em
placas com dilui¢des seriadas. O célculo foi baseado baseado na féormula representada pela Figura

7.

Figura 6: Colonias visualizadas apds 48h de incubagao a 37°C.

Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

Figura 7: Férmula para calculo de Unidades Formadoras de Coldnia (UFC/g).

Y a

N =
Vim+0,1n2)d

Fonte: ISO 6887-1
Onde:

N = namero de UFC por grama (ou por mL, dependendo da amostra);
> a =soma das colonias contadas em todas as placas selecionadas;

V = volume do in6culo semeado em cada placa (em mL);
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n: = niamero de placas consideradas na primeira diluigdo selecionada;
n: = niamero de placas consideradas na segunda dilui¢do selecionada;

d = fator de dilui¢do correspondente a primeira diluicdo considerada.

Quando havia apenas um tipo de colonia nas placas, o céalculo foi realizado de forma
direta, utilizando-se a soma das coldnias contadas nas placas selecionadas. Quando o nimero de
colonias confirmadas foi igual ao numero de coldnias selecionadas e repicadas, o resultado foi
igual a contagem inicial, levando-se em considerac¢ao a dilui¢ao utilizada. No entanto, quando o
nimero de colonias confirmadas foi diferente do nimero de colonias selecionadas e repicadas,
calculou-se a propor¢do de colonias positivas, conforme calculo descrito na ISO 6888-1, e o
resultado final foi a soma dos resultados de coldnias tipicas e atipicas confirmadas. Esse
procedimento garantiu maior precisdo na quantificagdo microbioldgica, especialmente em
situagdes nas quais havia possibilidade de confusdo entre colonias visualmente semelhantes, mas

de naturezas distintas.
2.3.5 Teste de Suscetibilidade Antimicrobiana in vitro

Para a avaliacdo do perfil de resisténcia aos antimicrobianos in vitro, foi empregada a
técnica de difusdao em disco em agar Mueller-Hinton (Difco Laboratories Inc., Detroit, United
States), conforme descrito por Bauer et al. (1996). O teste de resisténcia fenotipico foi realizado
utilizando discos impregnados com antibioticos de amplo espectro. A interpretacdo dos
resultados foi realizada por meio da leitura dos halos de inibi¢do, de acordo com o Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2022). Foram testadas as seguintes classes de
antimicrobianos utilizadas pela medicina humana para tratar infecgdes por Staphylococcus spp.:
aminoglicosideos, fluoroquinolonas e quinolonas, fenicois, tetraciclinas, penicilinicos e

inibidores de beta-lactamases, macrolideos e oxazolidinonas (Figura 8).
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Figura 8: Realizacdo de teste de susceptibilidade antimicrobiana.

Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

2.3.6 Pesquisa de adulterantes

2.3.6.1 Preparacio da porcao de teste:

Foram macerados 100 g da amostra com 100 mL de 4gua destilada em um Becker. Em
seguida, a mistura foi transferida para um baldo de Kjeldahl de 500 mL, acidificada com acido
fosforico (H:PO.), adicionando-se um mL em excesso. O sistema foi conectado a um

condensador, e realizou-se a destilacao lenta de 50 mL (Figuras 9 e 10).
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Figura 9: Materiais utilizados na preparagao da porgao de teste.

Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

Figura 10: Destilagao lenta realizada em condensador.

Fonte: Arquivo pessoal, 2025.
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2.3.6.2 Teste de acido cromotrépico:

(a) Reagente — Preparou-se uma solugdo saturada de acido 1,8-di-hidroxinaftaleno-
3,6-dissulfonico (aproximadamente 500 mg/100 mL) em cerca de 72% de acido sulfurico
(H2SOs), vertendo-se 150 mL de H:SO. sobre 100 mL de agua e deixando resfriar. A solugdo
obtida apresentou coloragdo palha clara.

(b) Teste — Adicionaram-se cinco mL do reagente em tubo de ensaio, seguido de um mL
do destilado da etapa anterior, com agitacdo. O tubo foi colocado em banho-maria fervente por 15
minutos, sendo feita a observacgao durante o aquecimento (Figura 11). A presenga de formaldeido
(HCHO) foi indicada pela formag¢@o de coloracdo roxa, variando de claro a profundo, conforme a

concentragdo presente.

Figura 11: Tubos contendo reagente e destilado em banho-maria.

Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

2.3.6.3 Analise da presenca de sulfito

Para a analise de sulfitos nas amostras, foram pesados 3,5 g de cada uma,
adicionando-se 0,5 mL da solucdo de verde malaquita 0,02% (Figura 12). Com o auxilio de uma
espatula, a mistura foi homogeneizada por um a dois minutos. A presenca de sulfito foi
evidenciada pelo desaparecimento da pigmentagao da solucao (Figura 13), enquanto, na auséncia

do composto, observou-se coloracdo verde-azulada, conforme descrito por Lutz (2008 — 277/1V).
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Figura 12: Preparo da solu¢ao verde-malaquita.

Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

Figura 13: Desaparecimento da pigmentacdo verde-malaquita na carne, indicando positividade.

Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 11 amostras analisadas, apenas uma apresentou-se dentro dos padrdes estabelecidos
pela legislacdo brasileira vigente. As demais apresentaram contagens elevadas de estafilococos

coagulase positiva e negativa, indicando falhas nas boas praticas de manipulacao e higiene dos
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produtos. Além disso, foi identificada a presenga de cepas resistentes a antimicrobianos como

penicilina, azitromicina, linezolida e tetraciclina, evidenciando risco a satide publica (Tabela 1).

Tabela 1. Contagem de colonias e perfil de resisténcia antimicrobiana de estafilococos isolados

de amostras de carne moida coletadas no periodo de fevereiro a abril de 2025.

Amostra (UFC/g) Coagulase DNAse Antibiograma
A >3 x 107 Negativo — —
B >3 x 107 — Positivo Resistente a penicilina,

azitromicina e linezolida

C >3 x 107 Negativo — —

D 3.4 x10° Negativo — —

E 1,23 x 10° Negativo — —

F 6,05 x 10° — Negativo Resistente & penicilina
G >3 x 107 Positivo — Sensivel a todos os

antimicrobianos

H 7,32 x 102 Positivo — Resistente a tetraciclina
)| 3,7 x10° Negativo — —

J 1,01 x 10* Negativo — —

K 1,37 x 10° — Positivo Resistente a penicilina,

azitromicina e linezolida

Os testes bioquimicos de coagulase e DNAse foram utilizados para caracterizagdo das cepas, ¢ o antibiograma foi
realizado por método de difusdo em agar. A contagem de coldnias estd expressa em unidades formadoras de colonia
por grama (UFC/g). — indica que o teste ndo foi realizado. As interpretagdes dos perfis de resisténcia seguiram os
critérios do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2022).

A segunda etapa da pesquisa ocorreu com intervalo de trés meses da primeira coleta. Os

resultados microbiologicos e fisico-quimicos sdo encontrados na Tabela 2.
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Tabela 2. Contagem de coldnias, perfil de resisténcia antimicrobiana de estafilococos ¢ pesquisa
de adulterantes (sulfito de sédio e formaldeido) em amostras de carne moida bovina, coletadas no

periodo de maio a julho de 2025.

Amostra (UFC/g) DNAse Antibiograma Sulfito de Sédio Formaldeido
A 4,1 x10° Positivo Sensivel a todos os Negativo Negativo
antimicrobianos
B 6,6 X 10° Positivo Resistente a Negativo Negativo
penicilina
C _ _ _ _ _
D 9,45 x 10* Positivo Resistente a Negativo Negativo
linezolida
E 8,05 x 10° Positivo Resistente a Negativo Negativo
linezolida
F 6,53 x 10° Positivo Resistente a Negativo Negativo
penicilina
G 1,17 x 10’ Negativo Resistente a Positivo Negativo
linezolida
H 5,4 %10 Negativo Resistente a Negativo Negativo
linezolida
1 6,95 x 10° Negativo Sensivel a todos os Positivo Negativo
antimicrobianos
J 1,7 x 10° Negativo Sensivel a todos os Negativo Negativo
antimicrobianos
K 3,25 x10° Positivo Resistente a Negativo Negativo
penicilina

Os testes bioquimicos de coagulase ¢ DNAse foram utilizados para caracteriza¢do das cepas, ¢ o antibiograma foi
realizado por método de difusdo em agar. A contagem de colonias esta expressa em unidades formadoras de colonia
por grama (UFC/g). — indica que o teste ndo foi realizado. As interpretagdes dos perfis de resisténcia seguiram os
critérios do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2022).

Na Tabela 2 € possivel observar que foram realizados testes para detec¢ao de adulterantes
em carne moida, como sulfito de sddio e formaldeido, nos quais, duas amostras apresentaram

resultado positivo para sulfito de s6dio e nenhuma amostra se mostrou positiva para formaldeido.
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Das 10 amostras analisadas, seis apresentaram resultado positivo para a enzima DNAse, o
que ¢ indicativo da presenca de Estafilococos coagulase positivo, microrganismo patogénico
reconhecido por sua capacidade de produzir enterotoxinas responsaveis por surtos de
toxinfecgdes alimentares. O perfil de resisténcia a antimicrobianos revelou que sete amostras
apresentaram-se resistentes, com destaque para penicilina e linezolida, antibidticos de uso clinico

importante. Trés amostras foram sensiveis a todos os antimicrobianos testados.

Ressalta-se que o estabelecimento correspondente a amostra C ndo produzia mais carne
moida no momento da coleta, razdo pela qual ndo houve resultado para essa amostra no periodo

de maio a julho.

Considerando as 21 amostras de carne moida analisadas, a contagem média de
Staphylococcus sp. variou de 7,32 x 10? a valores superiores a 3,0 x 10" UFC/g: duas (9,52%)
apresentaram valores abaixo de 1,0 x 10* UFC/g, 11 amostras (52,38%) entre 1,0 x 10* ¢ 1,0 x
10° UFC/g e oito (38,1%) acima de 1,0 x 10° UFC/g. Esses resultados apontam que uma parcela
expressiva das amostras apresenta cargas microbianas elevadas, possivelmente associadas a ma
conservagao ou manipulacao inadequada dos produtos. Estando, dessa forma, em desacordo com
a Resolugcdo RDC n° 724 de 1° de julho de 2022 e a Instrugdo Normativa n® 161, de 1 de julho de
2022 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), que definem os padrdes
microbiologicos para alimentos para contagem de Estafilococos coagulase positiva, ¢

estabelecido um limite maximo de 10* UFC/g e minimo de 10° UFC/g (BRASIL, 2022).

Com base nesses critérios, das 10 amostras com presenca confirmada de Estafilococos
coagulase positivo, nove (90%) apresentaram valores consideravelmente acima do limite
maximo. Além disso, ¢ importante verificar também quantidades eclevadas de unidades
formadoras de colonia nas amostras com resultado coagulase € DN Ase negativos. A presen¢a de
estafilococos em niveis elevados sugere falhas nos processos de higiene e manipulagdo dos
alimentos (Freitas et al., 2023), exigindo a ado¢do de medidas corretivas imediatas a fim de

garantir a seguranga microbiologica dos produtos e proteger a satide publica.

Os resultados deste estudo foram similares aos descritos por Bessa et al. (2023), que ao

investigarem a qualidade microbiologica de hamburgueres, produtos carneos obtidos da carne
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moida, comercializados no municipio do Rio de Janeiro, identificaram elevada contagem de

Estafilococos coagulase positiva em 75% das marcas avaliadas e em 100% dos supermercados.

A andlise dos perfis de resisténcia antimicrobiana foi realizada em 15 amostras, e revelou
que 11 delas (73,3%) apresentaram resisténcia a pelo menos um antimicrobiano. Entre os
antibioticos avaliados, a penicilina e a linezolida tiveram maior frequéncia de resisténcia. A
penicilina apresentou resisténcia em seis amostras (40%) e a linezolida, antibiotico de uso clinico
restrito, também apresentou resisténcia em seis amostras (40%), enquanto a azitromicina
apareceu associada a resisténcia em duas amostras (13,33%). Também foi identificado um caso
de resisténcia a tetraciclina (6,67%). Além disso, duas amostras (13,33%) apresentaram

resisténcia a multiplos antimicrobianos, configurando um perfil de multirresisténcia. Apenas

quatro amostras (26,7%) foram sensiveis a todos os antimicrobianos testados.

Rodrigues et. al. (2024) relataram a resisténcia a penicilina em 100% das amostras
testadas em estudo de quantificacdo de estafilococos coagulase positiva e verificacdo da
resisténcia a antibioticos em peixes frescos vendidos em Cuiaba-MT, atribuindo esse fendomeno

ao uso inadequado e recorrente do antibiotico, pratica que favorece a selegao de cepas resistentes.

Essa tendéncia de resisténcia aos antibidticos betalactamicos estd diretamente associada a
mecanismos bacterianos especificos, principalmente a producdo de enzimas beta-lactamases, que
inativam os antibioticos ao romper o anel beta-lactamico das penicilinas e cefalosporinas. Outros
mecanismos relevantes incluem a expressao de bombas de efluxo, que expulsam o
antimicrobiano do interior celular, e a modificagdo de enzimas de a¢do - PBL - causadora da

resisténcia a meticilina (MRSA), conforme discutido por Cussolim et al. (2021).

Esse cenario destaca que, considerando o amplo uso da penicilina ao longo das décadas,
sua eficacia reduzida nos dias atuais refor¢a a necessidade de considerar alternativas terapéuticas
mais eficazes e atualizar protocolos de controle microbioldgico em alimentos (Rodrigues et al.,

2024).

Outro dado que merece relevancia foi a resisténcia a linezolida, observada em 40% das
amostras testadas. Esse resultado chama atencao pois, segundo Yang et al. (2024), se trata de um

antibidtico potente, amplamente utilizado como ultima opg¢do terap€utica no tratamento de
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infecgdes por Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA). Diante disso, torna-se
essencial o monitoramento continuo dessa resisténcia para preservar a eficacia desse importante

antimicrobiano.

Gu et al. (2012) destacam que os médicos devem estar atentos ao fato de que a resisténcia
a linezolida pode surgir apds tratamento prolongado com esse antibidtico, além da possibilidade
de infecc¢des por S. aureus resistentes a linezolida (LRSA) em pacientes que nunca foram tratados

com linezolida, dado o alto indice de LRSA portadores do gene cfr.

Também se observou que trés amostras negativas para estafilococos coagulase positiva
apresentaram perfis de resisténcia a antimicrobianos, o que refor¢a a necessidade de vigilancia
continua sobre estafilococos coagulase-negativos (CoNS), pois estes podem atuar como
reservatorios de genes de resisténcia e representar risco a saude publica. De acordo com
Chajg¢cka-Wierzchowska et al. (2023), os CoNS, como Staphylococcus epidermitis, estdo entre os
microrganismos oportunistas mais comuns em alimentos. Além disso, um estudo realizado por
Cui et al. (2023) investigou os perfis de resisténcia antimicrobiana e os desfechos clinicos
associados a bacteremia causada por estafilococos coagulase negativa, ¢ todos os isolados de
CoNS apresentaram alta resisténcia a multiplos antimicrobianos, o que reforca a sua importancia

como potenciais agentes patogénicos.

Das 10 amostras de carne moida bovina testadas para sulfito de sodio, duas (20%)
apresentaram resultado positivo, aditivo proibido em carnes in natura pela legislagao brasileira.
A adicao dessa substancia ¢ uma pratica irregular, frequentemente utilizada para mascarar sinais
de deteriora¢do, como odor desagradavel e alteragdo da colorag@o, conferindo ao produto uma

aparéncia artificialmente fresca e vermelha intensa (Silva et al., 2009).

Do ponto de vista da saude publica, o consumo de sulfitos pode provocar efeitos adversos.
Segundo Favero et al., (2011), o sulfito de s6dio pode causar broncoespasmos em individuos
asmaticos sensiveis. Além disso, destaca que foi observado que uma pequena parte da populagao
apresenta baixa atividade da enzima sulfito oxidase, que € responsavel por converter o sulfito
(potencialmente toxico) em sulfato (indcuo e facilmente eliminado pelo corpo). Nesses casos, a
incapacidade de metabolizar adequadamente os sulfitos pode levar ao acimulo dessas substancias

e desencadear sérios disturbios neurologicos.
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Paralelamente, também foram realizados testes para deteccdo de formaldeido (formol) nas
mesmas 10 amostras, ¢ nenhuma apresentou resultado positivo. O formol, assim como o sulfito
de sodio, ¢ proibido em alimentos, sendo altamente tdxico e potencialmente cancerigeno,

utilizado de forma ilicita para conservar alimentos deteriorados (Cunha, 2016).

A deteccdo de sulfito de soédio em 20% das amostras, ainda que ndo tenha sido observado
uso de formol, evidencia a necessidade de maior fiscalizagdo sanitdria ¢ conscientizagdo dos
estabelecimentos comerciais, visando assegurar que os produtos ofertados estejam em

conformidade com a legislacao e ndo representem risco a saude dos consumidores.

2.5 CONCLUSAQO

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam que a carne moida comercializada no
bairro da Varzea, Recife-PE, representa riscos relevantes a saude publica, devido a elevada carga
microbiana, presenca de Staphylococcus coagulase positiva em niveis acima do permitido,
ocorréncia de cepas resistentes a antibioticos de uso clinico e identificagdo de sulfito de sodio. A
recorréncia das irregularidades indica falhas estruturais nas praticas de higiene e conservagao,
exigindo medidas urgentes e eficazes por parte dos estabelecimentos e 6rgaos fiscalizadores para

garantir a seguranga dos alimentos e prevenir a disseminagdo de bactérias multirresistentes.

3 CONSIDERACOES FINAIS

O estagio supervisionado obrigatorio (ESO), realizado no Laboratorio de Inspegdo de
Carne ¢ Leite da UFRPE, proporcionou uma experiéncia académica enriquecedora tanto no
ambito profissional quanto pessoal, ao permitir o aprofundamento em praticas laboratoriais,

pesquisa microbioldgica e andlise de adulterantes em carne moida bovina.

A analise de carne moida bovina comercializada no bairro da Varzea, Recife-PE, revelou
elevados niveis de contaminacdo microbioldgica, presenca de Staphylococcus coagulase positiva
em valores superiores aos limites legais, resisténcia a antibidticos de uso clinico relevante e uso
indevido de sulfito de so6dio. Os dados obtidos demonstram a necessidade urgente de acgodes

corretivas nos estabelecimentos comerciais e de fiscalizagdo continua pelos 6rgaos competentes.
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O ESO, portanto, cumpriu seu papel ao promover o desenvolvimento técnico-cientifico, a
consciéncia critica sobre os desafios da satde publica e a valorizagdo das boas praticas no

controle de alimentos.
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