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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A pesquisa sobre a qualidade microbioldgica de quibe cru comercializado
no municipio de Aracatuba fornece uma significativa contribuicdo em varios
campos. Socialmente, contribui diretamente para a saude da populacdo, ao
identificar risco de doengas transmitidas por alimentos. No ambito cientifico e
educacional, fornece dados relevantes para a Medicina Veterinaria, especialmente
na area de inspecao de produtos de origem animal, reforcando a importancia do
controle sanitario e do papel do médico veterinario na saude Unica.
Tecnologicamente, destaca a necessidade de implementar boas praticas de
fabricacdo, preservando as tradicGes alimentares que fazem parte da historia e

cultura do municipio.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The research on the microbiological quality of raw kibbeh sold in the
municipality of Aracatuba makes a significant contribution across various fields.
Socially, it directly impacts public health by identifying risks of foodborne illnesses.
Scientifically and educationally, it provides relevant data for Veterinary Medicine,
particularly in the inspection of animal-origin products, emphasizing the importance
of sanitary control and the veterinarian's role in One Health. Technologically, it
underscores the need to implement good manufacturing practices while preserving

the culinary traditions that are integral to the municipality's history and culture.
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RESUMO

O estudo avaliou a qualidade microbiologica de 21 amostras de quibes crus
comercializadas em Aracatuba-SP, coletadas em mercados, restaurantes e
acougues. As andlises seguiram os padrdes microbioldgicos da Instrucdo Normativa
n°® 161 de 2022 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, abrangendo Salmonella
spp., Escherichia coli, Estafilococos coagulase positiva, bactérias aerobias mesdfilas
(aerdbios mesdfilos), bolores e leveduras. A deteccdo presuntiva de Salmonella spp.
ocorreu em apenas uma amostra, representando risco significativo a saude publica.
As contagens de aerobios mesofilos excederam os limites regulamentares, indicando
falhas nas praticas higiénico-sanitarias. Houve contagem de E. coli acima do limite
legal em uma amostra, indicando contaminacdo por matéria fecal. Estafilococos
coagulase positiva esteve dentro dos limites legais da IN, sendo encontrado em
apenas duas amostras. Amostras procedentes de mercados apresentaram maior
contaminacgdo, seguidas pelas procedentes de restaurantes. Embora as amostras
procedentes de acougues tenham exibido menores contagens gerais, foi em um
deles onde se detectou o Unico caso indicativo de Salmonella spp.. Os resultados
evidenciam a necessidade de fiscalizacbes mais rigorosas, controle da saude de
colaboradores e treinamentos em boas praticas de fabricacdo para minimizar riscos

e garantir a seguranca dos alimentos.

Palavras-chave: microrganismos patogénicos; Salmonella spp.; seguranca de

alimentos; boas préticas de fabricacao.



ABSTRACT

The study evaluated the microbiological quality of 21 samples of raw kibbeh sold in
Aracatuba-SP, collected from markets, restaurants, and butcher shops. The analyses
followed the microbiological standards established by Normative Instruction No. 161
of 2022 from the Brazilian Health Regulatory Agency, covering Salmonella spp.,
Escherichia coli, coagulase-positive Staphylococcus, mesophilic aerobic bacteria,
molds, and yeasts. Presumptive detection of Salmonella spp. occurred in only one
sample, posing a significant public health risk. Mesophilic aerobic counts exceeded
regulatory limits, indicating deficiencies in hygienic-sanitary practices. There was an
E. coli count above the legal limit in one sample, indicating fecal contamination.
Coagulase-positive Staphylococcus was within the legal limits established by the
regulation and was found in only two samples. Samples from markets showed the
highest contamination levels, followed by those from restaurants. Although butcher
shop samples exhibited lower overall counts, it was in one of them that the only
presumptive case of Salmonella spp. was detected. The results highlight the need for
stricter inspections, employee health monitoring, and training in good manufacturing

practices to minimize risks and ensure food safety.

Keywords: pathogenic microorganisms; Salmonella spp.; food safety; good

manufacturing practices.
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1 INTRODUCAO

O quibe, ou kibe, € um alimento tradicional da culinéaria arabe amplamente
consumido no Brasil, preparado com carne bovina ou ovina moida, trigo para quibe e
condimentos. Entre suas variagbes, o0 consumo cru se destaca, exigindo atencao
devido aos riscos microbiologicos associados a auséncia de tratamento térmico e a
intensa manipulagéo durante o preparo (Koneman et al., 2008; Silva et al., 2017).

A alta atividade de agua no quibe cru favorece a sobrevivéncia e a
multiplicacdo de microrganismos como Salmonella spp., Escherichia coli e
Staphylococcus coagulase positiva, tornando-o um potencial veiculo de doencas
transmitidas por alimentos (DTA). Esses microrganismos podem provocar desde
desconfortos gastrointestinais até complicacdes graves, como insuficiéncia hepatica
e disfun¢Bes neuroldgicas (Chagas et al., 2017; Luz et al., 2015).

No Brasil, a qualidade microbiol6gica desse tipo de produto é
regulamentada pela ANVISA, que estabelece o0s critérios microbiolégicos
obrigatérios na RDC n°® 724 de 2022 e nas Instrucdes Normativas n® 161 de 2022 e
n® 313 de 2024. Essas normas determinam, por exemplo, a auséncia de Salmonella
spp. em 25 g de amostra e limites para aerobios mesofilos (IN 161 de 2022),
Estafilococos coagulase positiva e Escherichia coli.

E importante destacar que o estudo que serd apresentado foi iniciado
engquanto ainda estava em vigor a Instrucdo Normativa n° 161 de 2022, razdo pela
qual os aerdbios mesdfilos foram analisados como parte dos indicadores
microbiolégicos (Brasil, 2022a).

Alguns autores detectaram o descumprimento aos padrées
microbiolégicos recomendados para o quibe cru, evidenciando falhas nas praticas de
manipulagdo e higiene (Ledo et al., 2015; Tanure et al., 2006). Assim, a andlise
microbiolégica torna-se essencial para avaliar a qualidade higiénica e propor
medidas que garantam a seguranca do consumidor € minimizem riscos a saude
publica. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a qualidade microbiolégica de amostras
de quibe cru comercializado no municipio de Aracatuba, com énfase na identificacao
de microrganismos patogénicos e na conformidade com os padrbes estabelecidos

pela legislacao brasileira.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Os sirios e libaneses tiveram papel significativo na formacao cultural e
econbmica de Aracatuba e do Oeste Paulista entre 1880 e 1950. Inicialmente
mascates, eles se estabeleceram como comerciantes, aproveitando a expansao
ferroviaria e da economia cafeeira. Em Aracatuba, a comunidade &rabe contribuiu
para o desenvolvimento do comércio local e introduziu pratos tipicos como quibe e
esfiha, que se tornaram elementos marcantes da culinaria da regidao. A integracao
socioeconémica dessa comunidade também foi facilitada pelas redes de parentesco
e conterrdneos, que garantiram suporte e oportunidades para os recém-chegados,
transformando-os em agentes ativos no progresso da cidade e na preservacao de
sua heranca cultural (Truzzi, 2019).

O quibe é um alimento tradicional da culinaria arabe, amplamente
difundido no Brasil, especialmente devido a influéncia dos imigrantes do Oriente
Médio. Trata-se de um produto elaborado a partir da combinag¢do de carne moida,
geralmente bovina ou ovina, com trigo previamente hidratado, temperos e ervas
aromaticas. A preparacao da massa de quibe envolve a mistura dos ingredientes até
se obter uma textura homogénea, que pode ser moldada em diferentes formatos.
Este alimento é versatil, podendo ser consumido cru, assado ou frito, e é valorizado
tanto por suas propriedades sensoriais quanto por sua importancia cultural (Brasil,
2011; Tanure et al., 2006).

O consumo de produtos carneos crus, como 0 quibe, representa um risco
substancial a saude publica devido a auséncia de tratamento térmico, que favorece
a sobrevivéncia e a proliferacdo de microrganismos patogénicos. Diversos estudos
identificam patdogenos como Salmonella spp., Escherichia coli e Staphylococcus
aureus, frequentemente associados a esses produtos.

Esses microrganismos sdo responsaveis por doencas transmitidas por
alimentos (DTA), cujos sintomas podem variar de leves desconfortos
gastrointestinais a condigbes graves, incluindo faléncia hepética e septicemia
(Lamas et al.,, 2020; Tanure et al., 2006). Além disso, fatores como praticas
inadequadas de manipulacdo, armazenamento deficiente e exposicdo ao ambiente
durante o preparo aumentam a probabilidade de contaminagdo microbiologica,

exacerbando os riscos a saude do consumidor.
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Salmonella é o principal agente global de doencas de origem alimentar,
com dezenas de milhdes de casos por ano em todo o mundo (World Health
Organization - WHO, 2018). Salmonella € um género da familia Enterobacteriaceae,
sendo composto pelas espécies Salmonella bongori e Salmonella enterica, esta
dltima subdividida em seis subespécies, sendo em cada uma reconhecidos
diferentes nimeros de sorovares. E uma bactéria em forma de bastonetes Gram
negativos ndo esporogénicos, anaerobios facultativos e oxidase negativos (Cardoso;
Tessari, 2008).

Outras salmonelas sdo comuns nos animais e espalham-se por meio da
rota fecal-oral, atingindo a &gua, o solo e o0s insetos, contaminando a carne, 0s
vegetais no campo, 0s equipamentos nas linhas de producado de alimentos, as maos
de manipuladores e os utensilios de cozinhas. A doenca é contraida pelo consumo
de alimentos de origem animal contaminados (carnes, ovos, leite e seus derivados,
pescados e frutos do mar), mas verduras, frutas e vegetais também tém sido
implicados na transmissdo, bem como produtos de baixa atividade de agua, como
temperos. Desse modo, a contaminagédo por Salmonella pode atingir toda a cadeia
de producao de alimentos, desde a matéria prima até os produtos finais (Silva et al.,
2017).

A andlise de Estafilococos coagulase positiva, especialmente
Staphylococcus aureus, é fundamental na microbiologia de alimentos devido ao seu
potencial patogénico, demonstrado pela capacidade de produzir enterotoxinas que
causam intoxicacdes alimentares (Franco; Landgraf, 2008). Essas bactérias sdo
comumente encontradas na pele e nas mucosas de humanos e animais, podendo
contaminar alimentos durante o manuseio inadequado (Jay, 2005).

E. coli € uma bactéria Gram-negativa, anaerobia facultativa, e esta
incluida tanto no grupo dos coliformes totais quanto no dos coliformes
termotolerantes. Seu habitat natural € o trato intestinal de animais de sangue quente,
embora também possa ser introduzida nos alimentos por outras fontes como, por
exemplo, a agua contaminada utilizada em seu preparo. Contaminac¢des por E. coli
ocorrem, frequentemente, pelo consumo de agua ou alimentos contaminados,
podendo levar a doencgas transmitidas por alimentos (Silva et al., 2017).

As bactérias aerobias mesofilas (ou aerdbios mesbfilos) sdo indicadores
importantes da qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos, pois estdo associadas

ao estado geral de contaminacdo microbiana durante a producdo, manipulacdo e
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armazenamento (Silva et al., 2017). A alta contagem de aerdbios mesdfilos pode
indicar mas praticas de higiene e manipulacdo, utilizacdo de matéria-prima
contaminada ou condicfes inadequadas de armazenamento, comprometendo a
seguranca de alimentos (Carvalho et al., 2005).

Contagens elevadas de bolores e leveduras em alimentos podem indicar
0 uso de matéria-prima de baixa qualidade, ma higienizacao de maos, equipamentos
e superficies, ou conservacdo e armazenamento inadequados (Koneman et al.,
2008; Leéo et al., 2015). No entanto, a legislacdo ndo contempla a pesquisa desse
grupo microbiano para alimentos crus prontos para o consumo (Venancio; Lemos;
Schmeling, 2018).

A Instrucdo Normativa n°® 161 de 2022, parte integrante da RDC n° 724,
estabelece os padrdes microbioldgicos para alimentos, com o objetivo de garantir a
seguranca dos alimentos e proteger a saude dos consumidores. O item 6 desta IN
(categoria B - "carne bovina, suina e outras”, que inclui o quibe cru), preconiza a
auséncia de Salmonella spp. em 25 g de amostra e estabelece os limites
microbiologicos para Escherichia coli, Estafilococos coagulase positiva e aerdbios
mesofilos. Essas medidas visam prevenir a contaminagdo por microrganismos
patogénicos e reduzir os riscos associados ao consumo de produtos carneos crus ou
minimamente processados (Brasil, 2022b).

Com a publicacdo da Instrucdo Normativa n°® 313, de 4 de setembro de
2024, houve atualiza¢des nos padrées microbiolégicos estabelecidos pela normativa
anterior, incluindo a remocéo do parametro de aerébios meséfilos como indicador de
qualidade para produtos da categoria B. Essa alteracdo reflete uma tendéncia
regulatoria global de priorizar a avaliacdo de patégenos de relevancia para a saude
publica em detrimento de indicadores gerais de qualidade, como aerdbios mesdofilos,
cuja presenca ndo esta necessariamente associada a riscos diretos ao consumidor.
Embora a remocéo desse padrao simplifiqgue as analises microbiolégicas, também
exige maior rigor na implementacdo de boas préaticas de fabricagdo e controle de
patégenos especificos para garantir a seguranca do produto final (Brasil, 2024).

Os estudos sobre a qualidade microbiologica de quibe cru em diferentes
regides do Brasil destacam aspectos importantes relacionados a seguranca de
alimentos e a saude publica. Em Balneario Camboriu e lItajai, SC, Venancio, Lemos
e Schmeling (2018) relataram que 25% das amostras de quibe cru provenientes de

restaurantes apresentaram coliformes termotolerantes acima dos limites
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regulamentares, enquanto 100% mostraram contaminagdo por coliformes a 35 °C e
75% apresentaram alta contagem de bolores e leveduras. Esses dados evidenciam
a necessidade de melhorias nos processos de manipulacdo e armazenamento.

Em Porto Alegre, RS, Fossati (2011) analisou 10 amostras de quibe cru
tomadas do comércio e constatou que, embora todas estivessem em conformidade
com a RDC n° 12/2001, altas contagens de coliformes totais indicaram a importancia
de monitoramento continuo e adocéao rigorosa de boas praticas higiénico-sanitarias.
De forma semelhante, Lamas et al. (2020), em Presidente Prudente, SP, observaram
condi¢Bes higiénicas insatisfatérias nos estabelecimentos produtores de quibe cru,
com altos indices de aerdbios mesofilos, bolores e leveduras e coliformes totais.

O estudo realizado por Carvalho et al. (2018) em Uberlandia, MG, revelou
resultados preocupantes, com 60% das amostras de quibe cru consideradas
inadequadas para consumo devido a presenca de Salmonella spp. e coliformes
termotolerantes acima dos limites. Adicionalmente, espécies como Klebsiella e
Enterobacter foram identificadas, reforcando a necessidade de controle rigoroso em
toda a cadeia de producéo.

Por outro lado, em Cuiab4a, MT, Barcelos et al. (2023) relataram
resultados positivos, com todas as 20 amostras de quibe cru analisadas livres de
Salmonella spp. e Estafilococos coagulase positiva. Esse estudo demonstrou que a
aplicacdo de boas praticas de manipulacdo pode garantir a conformidade
microbiolégica e a seguranca do alimento.

Esses dados refletem as variagfes regionais na qualidade microbiologica
de quibe cru e destacam a importdncia de boas praticas de manipulacdo e
armazenamento para reduzir os riscos associados ao consumo desse alimento. A
implementagcdo de medidas educativas e fiscalizatorias é essencial para assegurar a

seguranca dos alimentos em ambito nacional.
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3 MATERIAL E METODOS

Foram adquiridas amostras de quibe cru de 21 estabelecimentos da
cidade de Aracatuba-SP. Esses estabelecimentos foram divididos em trés categorias
diferentes: mercados, restaurantes e agougues, tendo sido analisadas sete amostras
de cada uma delas.

O estudo de qualidade microbiolégica seguiu os padrées microbioldgicos
estabelecidos pela ANVISA, de acordo com a IN 161 de 2022 (Brasil, 2022a).
Portanto, as andlises incluiram as pesquisas de Estafilococos coagulase positiva,
Escherichia coli, Salmonella spp. e aerdbios mesofilos. Embora ndo seja exigida
pela legislacdo, também foi realizada a pesquisa de bolores e leveduras, ja que
esses microrganismos podem indicar problemas na qualidade da matéria-prima e

nas préticas de higiene empregadas durante a fabricacao.

3.1 Coleta das amostras

As amostras foram coletadas entre os meses de abril a novembro de
2024. Os estabelecimentos foram selecionados por meio de busca pelo Google
Maps, dos quais foram selecionados aqueles que comercializavam quibe cru,
totalizando 21 estabelecimentos.

Uma porcdo de quibe cru de cada estabelecimento foi adquirida em sua
embalagem original e acondicionada em caixa isotérmica a fim de conservar as
mesmas caracteristicas da comercializacdo. Posteriormente, todas as amostras
foram encaminhadas ao Laboratério de Alimentos da Faculdade de Medicina

Veterinaria campus Aragatuba, para a execugdo das andlises microbioldgicas.

3.2 Preparo dos meios de cultura

Para o preparo dos meios de cultura, foram seguidas as orientacdes do
fabricante quanto a quantidade necessaria (em gramas por litro), modo de preparo,
tempo e temperatura de esterilizacdo, em cada caso.

Apds o preparo dos meios de cultura, era realizado o plaqueamento dos
meios em placas de Petri estéreis descartaveis (90 x 15 mm), sempre dentro da

cabine de fluxo laminar, para evitar a contaminacao e nao gerar resultados erroneos.
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Ao final da operacgéo, as placas eram embaladas e mantidas em refrigeracdo até o
uso. Os caldos Rappaport Vassiliadis e Tetrationato eram preparados conforme as
orientacdes do fabricante e dispensados em tubos falcon estéreis.

Os microrganismos analisados em meios de cultura em placas de Petri
foram Salmonella spp. e Estafilococos coagulase positiva. Para os demais
microrganismos, utilizaram-se placas Petrifilm 3M. Os meios de cultura utilizados na
pesquisa dos microrganismos, bem como as condicdes de incubacdo, estdo

resumidos nas Tabelas 1, 2 e 3.

Tabela 1 - Placas Petrifilm 3M para os respectivos microrganismos.

o . . Temperatura de Tempo de
Petrifilm Microrganismo ) . ) .
incubagéo incubagéo
Escherichia coli;
ECC . . 35+1°C 24 h
coliformes totais
AC Aerdbios mesdfilos 35+x1°C 24 h
Bolores e
RYM 25+1°C 48 h
leveduras

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 2 - Meios de cultura sélidos (agar) para os respectivos microrganismos.

Meio de cultura _ _ Temperatura de Tempo de
. ) Microrganismo _ _
solido (a4gar) incubacao incubacao
Xilose Lisina
_ Salmonella spp. 36+1°C 24 £+ 3h
Desoxicolato
Hektoen Enteric Salmonella spp. 36+1°C 24+£3h
_ Staphylococcus
Baird-Parker 35x1°C 24 248 h
sp.

Fonte: Elaborado pela autora.



22

Tabela 3 - Caldos para os respectivos microrganismos.

_ _ Temperatura de Tempo de
Caldo Microrganismo ) . ) .
incubacao incubacéao
Rappaport
o Salmonella spp. 415+1°C 24 + 3h
Vassiliadis
Tetrationato Salmonella spp. 37x1°C 24 £+ 3h
Agua peptonada Diversos
' . 37+£1°C 18 + 2 horas
tamponada microrganismos

Fonte: Elaborado pela autora.

3.3 Preparo e inoculacdo das amostras

O preparo da primeira diluicdo das amostras seguiu o protocolo tradicional
descrito para analises microbiologicas de alimentos (International Organization for
Standardization - ISO, 2017b). Foram utilizados 25 g da amostra para 225 mL de
diluente (no caso, APT), conforme recomendacdo da ISO 6887-1:2017, que
estabelece a relagdo de 1:10 entre a amostra e o diluente para analises
microbiolégicas. Para garantir a precisdo da pesagem, utilizou-se uma balanca semi-
analitica devidamente calibrada, alocada préximo a chama de um bico de bunsen.

As amostras foram pesadas em sacos plasticos estéreis e, apos a adi¢ao
da APT, o conteudo foi homogeneizado manualmente, aplicando-se pressédo e
movimentos repetidos. Esse procedimento promoveu 0 esmagamento da amostra e
a dispersdo de microrganismos na solucao, garantindo sua adequada distribuicdo no

meio diluente.
3.3.1Pesquisa de Salmonella spp.

Para a pesquisa de Salmonella spp., as analises foram baseadas na
norma de referéncia 1ISO 6579 (ISO, 2017a), a qual determina presenca/auséncia
desta bactéria em 25 g ou ml de amostra. O protocolo iniciou com a etapa de pré-
enriguecimento, com o objetivo de recuperar células bacterianas lesionadas e
promover sua revitalizacdo. Para tal, 25 g da amostra foram adicionados a 225 mL
de APT em condic¢des estéreis. Para o isolamento de Salmonella, a APT foi utilizada

como diluente e, também, como meio de pré-enriquecimento. A mistura foi
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homogeneizada e incubada a 36 £ 1 °C por 18 * 2 horas.

A funcéo da etapa de pré-enriquecimento é revitalizar células bacterianas
injuriadas, permitindo sua recuperacao e posterior crescimento nos meios seletivos.
Conforme descrito por Lazaro et al. (2008), essa etapa € essencial para garantir a
eficicia na detecc¢do de microrganismos patogénicos (ISO, 2017a).

Na etapa de enriqguecimento seletivo, foram utilizados dois caldos: RV e
TT. A partir da suspensao de pré-enriguecimento, 0,1 mL foi transferido para 10 mL
de caldo RV, que foi incubado a 41,5 + 1 °C por 24 + 3 horas. Em paralelo, 1 mL da
suspensao foi transferido para 10 mL de caldo TT, que foi incubado a 36 £ 1 °C por
24 + 3 horas. Essas etapas permitiram o crescimento preferencial de Salmonella
spp. em detrimento de microrganismos competitivos (Figura 1).

O isolamento foi realizado nos meios solidos seletivos XLD e HE. Ambas
as suspensodes de enriguecimento (RV e TT) foram inoculadas por esgotamento nos
respectivos meios e incubadas a 36 + 1 °C por 24 + 3 horas. Apés a incubacéo, foi

avaliada a presenca de colbnias tipicas (Figura 1).

Figura 1 - Etapa de pré-enriguecimento, enriquecimento seletivo e plaqueamento

Fonte: Laboratdrio de Alimentos - FMVA/UNESP.

Legenda: (A) Preparo da unidade analitica (25 g de amostra) para 225 mL de diluente (dgua
peptonada tamponada) em saco plastico estéril (B) Plagueamento seletivo nos meios de cultura
Xilose Lisina Dextrose e Hektoen Enteric, provenientes da etapa de enriquecimento seletivo em
caldos Rappaport-Vassiliadis e Tetrationato.
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No Agar XLD, Salmonella pode apresentar colénias cor de rosa escuro,
com centro preto e uma zona avermelhada transparente em redor. Cepas de
Salmonella H,S fortemente positivas podem produzir colonias com centro preto
grande e brilhante, ou mesmo inteiramente pretas (Figura 2). Cepas de Salmonella
H.S negativas produzem colGnias cor de rosa com centro rosa mais escuro, mas nao
preto. Cepas de Salmonella lactose positivas produzem colénias amarelas com ou
sem centro preto. No Agar HE, cepas fortemente produtoras de H,S podem produzir
colénias com centro preto grande e brilhante, ou mesmo inteiramente pretas.
Colonias de fermentadores de lactose ou sacarose sao de cor salmao e néao
transparentes. Algumas poucas cepas de Salmonella podem apresentar colbnias

atipicas, amarelas, com ou sem centro preto.

Figura 2 - Interpretacdo dos resultados obtidos na pesquisa de Salmonella spp. no
meio de cultura seletivo Xllose Lisina Desoxicolato (XLD).
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Fonte: Laboratério de Alimentos - FMVA/UNESP.

Legenda: (A) O reverso da placa evidencia a producdo de H,S pela bactéria. (B) Colbnias
caracteristicas de Salmonella spp. — cor de rosa escuro, com centro preto e uma zona avermelhada
transparente ao redor.

As coldnias suspeitas de Salmonella spp. foram submetidas aos testes
bioquimicos confirmatorios TSI, Citrato de Simmons e Rugai com Lisina, que
permaneceram incubados a 36 £ 1 °C por 24 £ 3 horas (Figura 3). O TSI é utilizado
para avaliar a capacidade da bactéria em fermentar acucares (glicose, lactose e

sacarose), produzir gas e formar sulfeto de hidrogénio (H.S). Para Salmonella spp.,
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o resultado esperado inclui alcalinizacdo da superficie (cor vermelha) e acidificacdo
do fundo (cor amarela), indicando a fermentagcédo de glicose, além da presenca de

precipitado preto no fundo do tubo, resultado da producao de H.S. Em alguns casos,
a producdo intensa de H:S pode escurecer completamente o fundo do tubo.

O Citrato de Simmons € utilizado para avaliar a capacidade de
microrganismos em utilizar o citrato de sodio como Unica fonte de carbono e o
fosfato de aménio como unica fonte de nitrogénio. Essa habilidade é indicada por
uma mudanca de cor no meio, de verde para azul, devido a alcalinizacdo provocada
pela metabolizacdo do citrato. Para Salmonella spp., o resultado esperado é
positivo, caracterizado pela mudanga de coloragao (Brasil, 2011).

No meio de cultura Rugai com Lisina, a identificacdo presuntiva de
Salmonella spp. baseia-se em nove rea¢fes bioquimicas que, em conjunto, ajudam
a diferenciar esse patdgeno de outras enterobactérias (Figura 4). O indol, detectado
pelo reagente de Kovacs, é verificado na superficie do meio de Rugai. A reacdo é
negativa para Salmonella spp., sem mudanca para rosa. A desaminacdo do
triptofano também apresenta resultado negativo, identificado pela auséncia de
alteracdo da coloracdo no apice do meio de Rugai. A fermentacdo da sacarose,
igualmente avaliada no apice do agar, também é negativa para Salmonella spp..

A ocorréncia de fermentacéo da glicose por Salmonella spp. € identificada
na base do meio de Rugai, pelo aparecimento de coloracdo amarela resultante da
acidificacao. A ureia também nao € hidrolisada por Salmonella spp., mantendo a cor
da base do meio inalterada. A producdo de gas € observada nessa mesma base,
sendo positiva para Salmonella spp., evidenciada pela formacéo de bolhas.O sulfeto
de hidrogénio (H:S), outra caracteristica marcante, também é detectado na base.
Sua producdo por Salmonella spp. resulta em um precipitado negro devido a
reducdo de tiossulfato. Na fase inferior, o agar de lisina permite a identificacdo da
descarboxilagdo do aminoacido, levando a alcalinizagdo do meio e a coloragéo
purpura. Por fim, a motilidade de Salmonella spp. € visivel na fase inferior,

evidenciada pela turvacdo ao longo da inoculacdo no agar (LABORCLIN, 2020).
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Figura 3 - Provas bioquimicas para identificacdo presuntiva de Salmonella spp.

. : o. 0. o. l. SO

Fonte: Laboratério de Alimentos - FMVA/UNESP.

Figura 4 - Interpretacdo de resultado do meio de cultura diferencial Rugai com lisina.

| I = Indol

Triptofano g
Sacarose

Glicose
Ureia
Gas
H.5
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Fonte: Manual de Interpretacdo meio de Rugai com lisina - Laborclin (A e B) e Laboratério de
Alimentos - FMVA/UNESP (C).

Legenda: (A) Meio Rugai com Lisina. (B) Resultados esperados para Salmonella spp. (C) Resultado
obtido compativel com Salmonella spp.
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3.3.2Estafilococos coagulase positiva

A pesquisa de Estafilococos coagulase positiva foi realizada seguindo os
procedimentos descritos no protocolo microbiolégico normatizado pela 1ISO 6888-
1:2021 (ISO, 2021). Para a analise, as amostras foram diluidas em série decimal em
APT, e aliquotas de 0,1 mL foram inoculadas por espalhamento em placas contendo
Agar Baird-Parker, que possui a capacidade de inibir o crescimento de
microrganismos competitivos e diferenciar as espécies de Estafilococos por
caracteristicas morfolégicas e bioquimicas. As placas foram incubadas a 35 + 1 °C
por 24 a 48 horas.

Apds a incubacdo, as colbnias foram avaliadas com base em
caracteristicas tipicas de Staphylococcus aureus: colénias negras ou cinza-escuras
brilhantes - devido a reducéo do telurito de potassio presente no meio - circundadas
por um halo claro devido a hidrolise da lecitina presente no meio (a degradacéo da
lecitina resulta na formacao de diglicerideos insoluveis, que criam o halo claro ao
redor das coldnias).

As colbnias que apresentaram as caracteristicas descritas foram
submetidas ao teste de coagulase, utilizando plasma de coelho para identificar a
presenca da enzima coagulase, um marcador diferencial para Staphylococcus
aureus. Esse método baseia-se na capacidade da coagulase em reagir com fatores
plasmaticos, promovendo a formacdo de codgulos visiveis, o que caracteriza o
microrganismo como estafilococo coagulase-positivo. O teste de coagulase com
plasma de coelho é amplamente reconhecido como ferramenta essencial para
diferenciar estafilococos coagulase-positivos, como S. aureus, de outras espécies
coagulase-negativas, sendo um procedimento padrdo em diagndsticos

microbioldgicos laboratoriais (Ryan, 2020).
3.3.3Escherichia coli

A enumeracao de Escherichia coli foi realizada utilizando placas Petrifilm
EC da 3M, seguindo os protocolos descritos pelo fabricante para a analise de
alimentos. Esse método € amplamente reconhecido por sua praticidade, precisao e
eficiéncia na deteccdo e quantificacdo desses microrganismos em matrizes

alimentares.
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Para a analise, 1 mL da diluicdo apropriada foi inoculado diretamente
sobre a superficie da placa Petrifilm EC, o filme plastico que recobre as placas foi
baixado cuidadosamente para evitar a formacédo de bolhas de ar e o conteudo foi
distribuido por toda a superficie da placa com o auxilio de um difusor. As placas
foram incubadas a 35 £ 1 °C por 24 = 2 horas, conforme as recomendacdes do
fabricante. Apds a incubacdo, as colénias foram observadas e interpretadas com
base nas caracteristicas diferenciais proporcionadas pelo meio.

Escherichia coli foi identificada pela presenca de gas em coldnias
azuladas, devido a fermentacao da lactose e a agado da enzima B-glucuronidase, que
€ caracteristica dessa espécie. O uso de um guia de leitura padronizado fornecido

pela 3M garantiu a correta interpretacéo dos resultados.
3.3.4 Aerobios mesofilos

A analise de aerb6bios mesofilos foi conduzida utilizando placas Petrifilm
AC da 3M. Para a andlise, 1 mL da diluicdo apropriada foi inoculado diretamente
sobre a superficie da placa Petrifilm AC, o filme superior foi baixado cuidadosamente
para evitar a formacdo de bolhas de ar e o conteudo foi distribuido uniformemente
pelo a4gar com o auxilio de um difusor. As placas foram incubadas a 35 + 1 °C por 48
+ 3 horas, conforme as recomendacfes do fabricante e padrbes microbiologicos
internacionais (Figura 5).

Figura 5 — Incubacdo em estufa microbioldgica e leitura de resultados.

Fonte: Laboratério de Alimentos - FMVA/UNESP.
Legenda: (A) Estufa microbiolégica com as amostras em andlise. (B) Petrifilm 3M para contagem de
aerobios mesofilos (AC).
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Apéds a incubacdo, as colbnias totais foram enumeradas diretamente na
placa. Os aerdbios mesdfilos foram identificados como col6énias vermelhas com uma
zona de turvacdo ao redor, caracteristica da atividade metabdlica desses
microrganismos no meio de cultura. A contagem total foi realizada com o auxilio de
um guia de leitura fornecido pela 3M, garantindo padronizagcdo e precisdo nos

resultados.
3.3.5Bolores e leveduras

A analise de bolores e leveduras foi realizada utilizando placas Petrifilm
RYM (Rapid Yeast and Mold) da 3M. Para a analise, 1 mL da diluicdo apropriada foi
inoculado diretamente sobre a superficie da placa Petrifim RYM, o filme plastico
superior foi assentado cuidadosamente e o conteudo foi espalhado pelo agar com o
auxilio de um difusor. As placas foram incubadas a 25 + 1 °C por 48 + 3 horas,
conforme as recomendacdes do fabricante, que sdo as condi¢des ideais para o
crescimento diferenciado de bolores e leveduras.

Apoés a incubacédo, a leitura foi realizada com base nas caracteristicas
tipicas das coldnias. As leveduras foram identificadas como col6nias pequenas, lisas
e de bordas bem definidas, enquanto os bolores apresentavam coldnias maiores, de
bordas irregulares e frequentemente acompanhadas de estruturas hifais. No entanto,
todas as col6nias foram contadas, sem se fazer distingdo entre elas. A contagem foi
realizada diretamente nas placas, utilizando um guia padronizado fornecido pela 3M
para garantir a precisao dos resultados.

Os resultados obtidos nas andlises microbiolégicas foram comparados
com os limites maximos de microrganismos preconizados pela IN 161 de 2022
(Tabela 4). Os resultados foram submetidos a estatistica descritiva com a utilizagéo

do Excel.
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Tabela 4 - Limites maximos estabelecidos pela Instrucdo Normativa 161 de 2022 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria para quibes.

Microrganismo Limite maximo (UFC)
Escherichia coli/ g 107
Aerébios mesoéfilos/ g 10°
Estafilococos coagulase positiva/ g 10*
Salmonella/ 25 g Auséncia

Fonte: Elaborado pela autora, baseado na IN 161 de 2022, da ANVISA.



31

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A deteccao presuntiva de Salmonella spp. ocorreu em apenas uma
amostra. De acordo com a Instrucdo Normativa n® 161, de 1° de julho de 2022 da
ANVISA, a presenca de Salmonella spp. em alimentos é considerada inaceitavel,
pois a sua presenca indica risco significativo a saude publica, ja que € um patégeno
associado a surtos de doencas transmitidas por alimentos. Produtos alimenticios
gue apresentem Salmonella ndo atendem aos padrfes microbiolégicos obrigatérios
e sdo considerados impréprios para o consumo (Brasil, 2022a).

Para os demais microrganismos, as contagens e seus respectivos desvios
padrées (expressos em UFC/g) estdo apresentados na Tabela 5. Os elevados
desvios padrdes encontrados nas contagens microbianas sugerem disparidades nas
praticas de fabricacd@o entre os estabelecimentos.

A presencga de Escherichia coli acima do limite estabelecido pela IN 161
indica contaminacéo por material fecal, &gua ou demais alimentos contaminados em
alguma etapa da manipulacéo (Silva et al., 2017). A ingestédo de E. coli pode causar
desde gastroenterites leves, com sintomas como diarreia, nauseas e dores
abdominais, até condicGes graves, como sindrome hemolitico-urémica, dependendo
da cepa ingerida e da saude do individuo (Franco; Landgraf, 2008). Valores acima
do limite microbiolégico comprometem a qualidade e seguranca do alimento,

tornando-o improprio para consumo.

Tabela 5 - Medidas resumo dos microrganismos por contagem de Unidades
Formadoras de Colonia (UFC/Q).

Medidas resumo

Variavel
Média + DP Minimo Méaximo
Escherichia coli 15,24 + 32,81 0 1,2 x 102
_ _ 32733,33 + 5
Aerébios mesofilos 2400 1x10
38959,79
Estafilococos 1
N 0,95+3,01 0 1x10
coagulase positiva
Bolores e
6912,38 + 5995,25 60 2,03 x 10*
leveduras

Fonte: Elaborado pela autora.
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O uso das placas Petrifilm da 3M, conforme utilizado nas contagens de
aerdébios mesdfilos e bolores e leveduras, é amplamente reconhecido como uma
alternativa pratica e eficiente aos métodos convencionais de analise microbiolégica.
Entre suas principais vantagens estao a eliminacdo do preparo de meios de cultura e
esterilizacdo de materiais, reducdo do tempo de analise e menor espagco necessario
em incubadoras, o0 que otimiza a logistica laboratorial (CEATOX, 2023). Além disso,
as placas proporcionam maior reprodutibilidade e confiabilidade nos resultados
devido a padronizacéo das condi¢cdes analiticas (LABTEC, 2023).

A U(nica contagem que atingiu os limites da IN 161 de 2022 foi a de
aerébios mesdfilos, os principais indicadores utilizados para avaliar a qualidade
higiénica do processo de producédo de alimentos. Quando associadas aos resultados
de bolores e leveduras, essas contagens indicam falhas nas boas praticas de
fabricacdo. Além de indicar a provavel presenca de microrganismos deteriorantes,
altos nimeros de bactérias mesofilas aerdbias também podem indicar a potencial
presenca de patdgenos, o que € preocupante no caso de alimentos ingeridos crus.

As amostras provenientes de mercados apresentaram as maiores
contagens desses grupos microbianos (aerdbios mesofilos = 29751,0 + 479877,95;
bolores e leveduras = 9884,29 + 6229,42), seguidas pelas amostras de restaurantes
(aerdbios mesofilos = 290542,86 +/- 484658,13; bolores e leveduras = 6552,86 +/-
6449,58), enquanto as amostras provenientes de acougues apresentaram as
menores contagens (aerdbios mesofilos = 152942,86 +/- 373566,62; bolores e
leveduras = 4300 +/- 4581,55). Entretanto, a Unica amostra em que se detectou a
presenca presuntiva de Salmonella spp. foi oriunda de um agougue.

Como as contagens de aerdbios mesdfilos e bolores e leveduras das trés
categorias analisadas (mercados, agougues e restaurantes) ndo seguiram uma
distribuicdo normal, foi empregada a regressao do tipo Gamma para a analise dos
dados. Os resultados, apresentados na Figura 6, indicam que a categoria "mercado”
apresentou as maiores contagens em ambos 0S grupos, enquanto a categoria
"acougue" registrou as menores.

Para os microrganismos Escherichia coli e Staphylococcus coagulase
positiva, os dados apresentaram distribuicdo normal, permitindo a aplicacéo da curva
gaussiana para a representacdo das contagens (Figura 7). Observou-se que a
categoria "mercado” apresentou a maior contagem de E. coli. No entanto, para

Staphylococcus coagulase positiva, a curva se manteve no mesmo nivel para
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acougues e mercados, uma vez que uma amostra de cada uma dessas categorias
apresentou, coincidentemente, o mesmo numero de unidades formadoras de

colbnia.

Figura 6 - Regressao do tipo Gamma para analise das contagens de aerdbios
mesofilos (A) e bolores e leveduras (B).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 7 - Representacdo Gaussiana das contagens de Escherichia coli (A) e
Estafilococos coagulase positiva (B).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Apesar da retirada dos limites para aerébios mesofilos pela IN n° 313 de
2024, as elevadas contagens observadas neste estudo indicam praticas
inadequadas de higiene e destacam a necessidade urgente de aprimorar 0s
controles de qualidade no processamento de alimentos crus. O controle da saude

dos colaboradores é fundamental, jA que manipuladores doentes ou portadores
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assintomaticos podem servir como fontes de contaminagdo por patdgenos como
Salmonella spp., conforme ressaltado por Franco e Landgraf (2008).

Da mesma forma, o controle rigoroso da temperatura em todas as etapas,
desde o recebimento das matérias primas até o armazenamento final, é
indispensavel para limitar a multiplicagdo microbiana, especialmente em alimentos
crus, conforme indicado por Jay (2005). A qualidade da matéria-prima também se
apresenta como um fator determinante, uma vez que insumos contaminados
comprometem a seguranca do produto final e aumentam os riscos ao consumidor.

Além disso, o treinamento continuo dos manipuladores de alimentos é
essencial para garantir a adesdo as boas praticas de fabricacdo, prevenindo falhas
operacionais e contaminac¢des cruzadas (Silva et al., 2017). A integracdo desses
fatores em programas robustos de boas préticas de fabricacéo € indispensavel para
garantir a seguranca dos alimentos e mitigar riscos a saude publica, especialmente

em produtos de alto risco, como os analisados neste estudo.
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5 CONCLUSAO

As analises microbioldgicas dos quibes crus de Aracatuba-SP revelaram
falhas higiénico-sanitarias. O mais grave achado foi a deteccdo presuntiva de
Salmonella spp. em uma amostra, 0 que estd em desacordo com a IN n°® 161 de
2022 e implica em risco ao consumidor. Também foi encontrada uma contagem de
E. coli superior ao limite preconizado pela legislagdo em uma amostra, indicando
contaminacdo com matéria fecal. Apesar de ndo estarem previstas na legislacao
atual, as contagens de aerdbios mesofilos e bolores e leveduras, indicadores de
falhas de higiene na manipulagdo do alimento estiveram elevadas. As amostras
procedentes de mercados apresentaram maior contaminacdo, seguidas pelas de
restaurantes e de acougues, apesar de o Unico caso de presenca presuntiva de
Salmonella ter ocorrido neste tipo de estabelecimento. Esses resultados destacam a
necessidade de maior fiscalizacdo, treinamentos em boas praticas e a manutencao

de padrdes rigorosos de seguranca dos alimentos para proteger a saude publica.
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