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INTRODUCAO

A carne, como disse com muita propriedade Saenz Egana, nasce como
alimento quando morre o animal. Os germens patogénicos encontrados na
carne podem ser devidos a uma infec¢do do animal quando ainda em
vida ou podem provir de uma contaminagdo externa, seja por parte de um
portador humano, seja do ambiente do préprio matadouro ou ainda no
transporte ou nos locais de venda.

Surtos de enterite, cuja responsabilidade foi atribuida a carne, tém
sido registrados como bem mostra a farta bibliografia existente sobre o
assunto '* ' ¢, Por outro lado anormalidades andtomo-patolégicas facil-
mente reconheciveis, tais como emaciagdo e descoloragdo, ganglios linfaticos
hemorragicos ou purulentos e a presenca de focos ou exsudatos, podem
levar um inspetor de carnes a suspeita de salmonelose animal. Entretanto,
hd os casos de portadores sdos, todos de dificil descoberta e, que déste
modo, passam desapercebidos no trabalho de inspecio.

Surtos também tém sido relatados incriminando portadores humanos
pela contaminagdo de alimentos por bactérias patogénicas intestinais ou
ndo. As shigelas sdo essencialmente agentes patogénicos intestinais do
homem e a identificagio de um germe déste género em um alimento per-
mite que se admita que sua origem seja as fezes de um doente ou de um
portador.

No que concerne a contaminagio por parte do ambiente, ha na biblio-
grafia especializada, estudos bastante demonstrativos, os quais revelam o
papel importante que desempenham os utensilios usados em matadouros,
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bem como as roupas e mao dos manipuladores, nésses estabelecimentos ®.
Por outro lado, é também patente o papel que ratos, modscas e baratas po-
dem desempenhar na veiculagdo e na disseminacdo de germens. Assim, ¢
evidente que ao se concluir as operacdes de matanca, as carcagas levam
consigo para as camaras frias certo nimero de bactérias que depende das
condi¢des sanitarias do matadouro.

Retiradas das cdmaras frias para serem enviadas ao consumo perma-
necem essas carcacas ainda por algum tempo, embora bastante resfriadas,
em ambiente favoravel no que diz respeito a receberem novas cargas bacte-
rianas. Isto se processa quando as carcacas aguardam o momento do em-
barque para serem transportadas ao tendal e dai para os agougues.

Nos agougues, o problema se torna mais complexo pois nem sempre
possuem camaras frias com capacidade suficiente para poder armazenar
todas as carcacas recebidas e assim elas permanecem expostas durante muito
tempo, as vézes, até que sejam retalhadas para serem vendidas. Aqui
nota-se com freqiiéncia a exposi¢do de quantidades aprecidveis de carne
sObre os seus balcoes e nos suportes. Ha de se mencionar, além disto, as
manipulacdes das carnes nos restaurantes e bares.

Tendo presente as facilidades de contaminacdo da carne, os autores
levaram A efeito o presente trabalho com o intuito de contribuir para o

conhecimento do grau de contaminagdo do “quibe cru”, tal como é entre-
gue ao consumo publico na zona central da cidade de Sdo Paulo.

MATERIAL E METODOS

Inicialmente procedemos ao levantamento dos locais de venda de quibe
na zona central da cidade de S3o Paulo. Dentre os intimeros existentes,
foram selecionados 19 nos quais o quibe era servido cru, ou seja, sem
qualquer cocgdo durante o seu preparo. ' '

A coleta da amostra obedeceu ao seguinte critério: na posi¢do de con-
sumidores, adquiriamos de cada estabelecimento 2 quibes na noite anterior
ao dia do exame e éstes eram mantidos em geladeira, na embalagem ori-
ginal fornecida pelo proprio vendedor. Na manhd seguinte eram levados
ao laboratério, onde chegavam ainda frios, e imediatamente procedia-se
ao inicio do exame.

Preparo da amostra — De cada local de venda eram comprados 2
quibes e éles constituiam uma unica amostra a ser examinada. Em um
liquidificador colocavam-se 10 gramas de material das partes interna e
externa de cada quibe. Adicionavam-se em seguida 180 ml de agua fos-
tatada gelada, estéril e a mistura era liquidificada durante 3 minutos. A
partir desta emulsdo a 1/10, eram preparadas duas séries de dilui¢oes
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decimais, indo de 1/100 a 1/1.000.000 para as posteriores determinagdes
dos NMP de bactérias coliformes, E. coli em especial e de enterococos,
usando-se como diluente dgua fosfatada estéril.

Grupo coliforme — De cada diluicio foram semeados 3 tubos de
caldo lactosado simples sem tubo de Durham, cada um com 1 mil, e em
seguida eram incubados a 35°C durante 24 horas. Apods a incubacio, de
cada tubo que apresentava qualquer turvagio, era feita a passagem em
placas de agar eosina azul de metileno de Levine (Difco) e estas incuba-
das a 35°C durante 24 horas. No dia seguinte, de tddas as placas que
apresentavam crescimento de coldnias com as caracteristicas das bactérias
do grupo coliforme, isolava-se uma colonia (de preferéncia tipica de E. coli)
e esta era semeada em caldo lactosado com tubo de Durham e em agar
simples inclinado. Os primeiros eram incubados a 35°C por 24 a 48 horas
¢ os ultimos por 24 horas. A bactéria inoculada era considerada como per-
tencente ao grupo coliforme quando o tubo de caldo lactosado revelava a
presenca de gas e o esfregaco feito a partir do agar inclinado apresentasse
bacilos gram-negativos ndo esporulados.

E. coli — Dos tubos de caldo lactosado sem tubo de Durham inocula-
dos que apresentavam qualquer turvagdo, apos a incubagdo a 35°C por
24 horas, fizeram-se repiques em caldo lactose-acido borico® com tubo
de Durham e &stes eram incubados a 43°C, em estufa, por 24 a 48 horas.
Uma primeira leitura era realizada apos 24 horas e as culturas que reve-
lavam a presenca de gas, eram passadas em placa de agar eosina-azul de
metileno de Levine (Difco). As que ndo revelavam a presenca de gas
eram incubadas por mais 24 horas. Se apés ésse tempo revelavam a pre-
senca de gis, eram semeadas em placas de eosina azul de metileno, no
caso contrdrio, eram desprezadas.

As placas de eosina azul de metileno eram incubadas a 35°C durante
24 horas e, em seguida, de tdodas elas procurava-se pescar uma colonia
tipica de E. coli e esta era semeada em caldo lactosado com tubo de
Durham e em 4gar simples inclinado. Finalmente, havendo produgdo de
gas e em se tratando de bacilos gram-negativos ndo esporulados, partin-
do-se das culturas em agar simples semeavam-se os meios usados para as
provas de Voges Proskauer e do aproveitamento do citrato (ViC). Con-
siderava-se a bactéria inoculada como sendo E. coli quando ambas as
provas eram negativas.

Nas técnicas usadas na pesquisa de coliformes e E. coli relatadas ndo
foi feita prova de presuncdo. Poderia ter sido realizada em caldo lactose
bile-verde brilhante * com tubo de Durham. Usamos nas inoculagdes ini-
ciais tubos de caldo lactosado sem tubo invertido apenas como meio de
enriquecimento de coliformes. Quando apresentavam turvacio apos 24 ho-
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ras a 35°C, dava-se o prosseguimento a pesquisa de coliformes e E. coli
usando as técnicas padroes.

Grupo de enterococos — De cada diluicio eram inoculados 3 tubos de
caldo presuntivo para enterococos (Difco)® com 1 mil respectivamente.
Apos 48 horas a 45°C, dos tubos com prova de presuncio positiva (turva-
cdo e viragem do azul para o amarelo) faziam-se repiques para tubos com
meios combinados liquido e sélido para confirmacgdo de enterococo (Difco)®
incubando-os a 45°C por 48 horas. Eram consideradas provas de con-
firmagdo positiva aquelas cujos tubos, com meio confirmativo, apresenta-
vam crescimento no fundo da parte liquida, coldonias pequenas na super-
ficie da parte inclinada e ao exame microscopico revelavam em esfregacos,
cocos gram-positivos em cadeias.

Os calculos dos NMP em todos os casos foram feitos ap6s as provas
finais para cada um dos grupos de bactérias pesquisadas, usando-se a
tabela de NMP para 3 tubos por volume inoculado .

Para cada amostra, foram determinados dois NMP/g de coliforme,
E. coli em particular e de enterococos, correspondentes as duas séries de
diluicdes decimais. Estabeleceram-se em seguida as médias aritmética
e geométrica para cada amostra.

Salmonelas e Shigelas — Partindo da emulsdo a 1/10, fizeram-se se-
meaduras diretas em placas de agar eosina azul de metileno de Levine
(Difco), agar acido rosolico, agar SS (Difco) e meio de Wilson & Blair
(Difco). Por outro lado, 1 ml da emulsdo era semeada em caldo tetratio-
nato e ap6s a incubagdo de 20 horas a 35°C, procedeu-se a passagem em
placas de eosina azul de metileno, dgar SS, agar verde brilhante e meio
de Wilson & Blair. Os resultados finais foram considerados apds as iden-
tificacdes bioquimica e sorologica das coldnias isoladas. :

RESULTADOS OBTIDOS

Das 19 amostras de quibe cru examinadas, 2 (10,5% ) revelaram re-
sultado positivo para bactérias patogénicas intestinais. Assim de uma amos-
tra foi isolada Salmonella schotmuelleri e de outra Shigella flexneri 3.

Na determinag¢io dos NMP de coliformes, E. coli e enterococos, obti-
verani-se resultados compreendidos respectivamente entre 175 e > 1.100.000,
< 30 e 166.500, e < 30 e > 110.000, por grama de quibe.

Por outro lado, as médias aritmética e geométrica dos NMP/g nas
19 amostras foram, respectivamente, para coliformes > 156.187 ¢ > 28.861
e para E. coli < 14.017 e < 1.080; com relacdo a enterococos, as médias
aritmética e geométrica dos NMP/g em 15 amostras investigadas, foram
respectivamente > 26.856 e > 2.258.
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Os nameros de coliformes obtidos nas varias amostras foram muito
maiores do que os de E. coli, fato que pode ser explicado pela maior
fregiiéncia de bactérias coliformes n3o fecais no meio ambiente, em rela-
¢do as de origem fecal.

Na tabela, pode-se verificar a distribuicdo dos NMP/g das duas séries
de exames de cada amostra de quibe cru, e as respectivas médias aritmé-
tica e geométria parciais e gerais para coliformes, E. coli e enterococos.

Na referida tabela ndo constam os NMP/g para enterococos relati-
vos as amostras A, B, C ¢ D pelo fato de terem sido seus exames pre-
judicados.

DISCUSSAO

Os resultados encontrados indicaram em nossas amostras grande va-
riagio do nimero daquelas bactérias consideradas como indices de polui-
¢ao fecal.

Comparando-se os valores dos NMP/g das virias bactérias pesquisa-
das, verifica-se que para as amostras de A a L sdo, em média, maiores
que para as de M a X. Esta ocorréncia provavelmente relaciona-se com
as épocas em que as amostras foram colhidas, pois as de A a L foram
coletadas no més de fevereiro (verio) e as de M a X em ag0sto (inverno).
Apesar disto, porém, as amostras 7 e X revelaram resultados relativa-
mente altos em relagio as demais colhidas durante o inverno; por outro
lado, a amostra G, coletada no verao, apresentou valores baixos em rela-
¢do as demais examinadas na mesma época.

Segundo Tanner '*, os métodos bacteriologicos, nos exames de rotina
tém varias limitacdes, dadas as intmeras possibilidades que tem a carne
em ganhar bactérias nas diversas fases da sua manipulagio.

Paim **, fazendo uma revisio déste assunto reune as opinides de varios
autores sdbre as dificuldades de se estabelecer padrdes bacteriologicos para
carnes frescas, fato que se estende a outros alimentos.

Varios pesquisadores, porém, tém proposto padroes. Hobbs*® propoe
padrdes para carne crua, baseados na contagem padrdo em placas com
incubacbes feitas a 22°C e 37°C. Propde ainda a exigéncia de auséncia
de coliformes fecais em 0,01 g, de salmonelas em 50 g e de estafilococos
com prova de coagulase positiva em 0,01 g.

O Essex County Health Department' baseado em estudo feito em
estabelecimentos de 3 categorias relata os resultados insatisfatérios obtidos
e propde padrdes bacteriologicos gerais para carnes cozidas baseados em
contagem em placas a 37°C e 22°C e ainda que coliformes, estafilococos
com prova de coagulase positiva, salmonelas, Cl. welchii e Cl. botulinum,
nio devam estar presentes em determinadas quantidades de alimento.

nv



IARIA, S. T.; QUEIROZ, J. C. de; PAIM, G. V. & MELLO, D. de. Contaminacio do
quibe cru, vendido na zona central da cidade de Sao Paulo, por microrganismos de ori-
gem fecal. Arq. Fac. Hig. S. Paulo, 19:111-121, 1965.

Mossel e Butiaux 4, no simpoésio sObre problemas da analise microbio-
logica de alimentos, propuseram também padrdes para definir a qualidade
de alimentos frescos obtidos por fermentacdo microbiana ou nio, para
alimentos semi-preservados, para os em conserva e pouco acidos e para
os enlatados estéreis.

Déstes padrdes citados, podemos comparar os nossos resultados com
os valores propostos por Hobbs para carne criia com relagdo a coliformes
fecais.

Assim, 15 das nossas amostras revelaram a presenca de E. coli em
0,01 g e duas ndo apresentaram essa bactéria nesta por¢do. Nas duas
restantes ndo foi examinada a por¢do de 0,01 g e sim partiu-se de 0,001 g,
nido se revelando a presenca de E. coli nesta quantidade; a quantidade de
0,01 g poderia fornecer resultado positivo ou negativo. Portanto, estariam
dentro do padrio proposto por Hobbs, com relacdo a E. coli, no maximo 4
(21%) das 19 amostras examinadas.

Nas amostras G ¢ H os NMP/g de E. coli sdo relativamente baixos
em relacdio aos de vérias outras amostras e, no entanto, pudemos isolar
bactérias patogénicas intestinais com relativa facilidade.

Poder-se-ia supor que essas contaminagbes foram devidas a manipu-
ladores, muito embora a S. schottmuelleri possa ser encontrada também
em algumas espécies de animais como bovinos, e ovinos, mais raramente ®.
E claro que esta afirmagdo sé poderia ser definitiva se tivessem sido feitas,
também coproculturas dos manipuladores que atuaram naquela carne em
todas as suas fases de preparo.

Entre inimeras pesquisas referentes ao assunto, podemos citar a de
Smith ¥*, que pesquisando salmonelas em géanglios linfaticos de porcos,
obteve resultado positivo em 60 (12%) dos 500 animais examinados; a
de Cruz’, em Costa Rica, que examinando carne moida vendida, para o
consumo, em agougues de Sdo Jos¢ e Barba, a primeira, a capital e a
segunda, localidade rural, isolou de 434 amostras, 43 cépas de salmo-
nelas, compreendendo 10 sorotipos diferentes e 1 de Shigella boydii.

Entre nés Rangel Pestana e Rugai® obtiveram 159 de resultados
positivos para Salmonelas, em ginglios mesentéricos de porcos abatidos
no matadouro municipal de Sdo Paulo; Lucas Assumpcdo?, também de
Sdo Paulo, examinando bacteriologicamente carnes e seus produtos obteve
isolamento de salmonelas em 10,6% e 19% de materiais de origem bovina
e suina, respectivamente, num total de 153 exames.

Nas 19 amostras por nos examinadas, obtivemos o isolamento de S.
schottmuelleri e Sh. flexneri 3.

E evidente que diante déstes fatos ndo ¢ aconselhdavel o consumo de
carne crua, pois ela representa um perigo potencial no que se refere a
infecces intestinais.
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Com relagdo as técnicas por n6s usadas para as determinagbes de
coliformes ¢ E. coli, embora ndo possamos compara-las com métodos pa-
drdes, pois ndo era &ste o escopo desta investigacdo, pudemos fazer algu-
mas observacdes de natureza pratica. Assim, verificamos que calculando-se
o NMP/g de coliformes, a partir dos resultados obtidos nas placas de
EAM ¢ na prova completa, as médias geométricas respectivas foram
> 31.214 e > 28.861. Assim se se considerasse apenas o primeiro resul-
tado, o érro seria de 7,99%. Portanto se se aceitar éste érro como sendo
relativamente baixo, na pesquisa de coliformes poderiamos calcular o NMP
ja a partir dos resultados das placas de EAM, ndo havendo a necessidade
de se realizar a prova completa, o que traria uma economia de tempo e de
material num exame de rotina.

Para a E. coli, porém, verificamos que a incubagdo do caldo lactose
acido bérico deve ser feita até 48 horas a 35°C, para a verificagdo da pre-
senga de gis, e que hia ainda a necessidade do exame a ser realizado at¢
as provas de IMViC.

As médias geométricas dos NMP/g de E. coli para as 19 amostras,
a partir dos resultados obtidos em caldo lactose-acido-bérico, nas placas
de EAM, na prova completa e apés as provas de V.P. e citrato foram,
respectivamente, < 2.252, <« 1.880, < 1.763 e < 1.080. Esses valores ndo
nos permitem estimativa da eficiéncia relativa das diferentes fases do mé-
todo bacteriologico empregado. Entretanto, se tomarmos os valores 2.252,
1.880, 1.763 e 1.080 como as médias geométricas referidas, o resultado
considerado apds as provas de V.P. e citrato mostraria reducio do NMP/g
de 52% em relacdo ao do caldo lactose acido borico, de 42,5% em relagio
ao da prova de confirmacdo em EAM e de 38,7% em relacdo ao da prova
completa.

Assim, verificamos que com relagdo ao quibe cru, a seletividade do
caldo lactose-acido-borico, incubado a 43°C, ndo se revelou alta nesta
investigacao, quando se consideram os resultados em térmos de NMP de
E. coli, pois se observou consideravel redugdo de 52%, levando-se o exame
até as provas de V.P. e citrato (ViC).

Considerando-se porém os resultados em térmos de porgles positivas,
como habitualmente se faz, a seletividade do caldo lactose &cido borico
se mostrou maior. Assim observamos que de 25! tubos de caldo lactose-
acido-borico revelando produgao de gas, 243 (96,8%) se confirmaram em
EAM, 241 (96,1%) na prova completa e 216 (86,1%) nas provas de V.P.
e citrato. Verifica-se, assim, ap6s as provas de V.P. e citrato, uma per-
centagem de falsos positivos de 13,9%. Esta percentagem ainda poderia
ser julgada como indicando seletividade aceitdvel do caldo lactose-acido-
borico quando usado exclusivamente, mas nio se deverd esquecer que SO
o niimero de bactérias reveladas pode dar idéia da eficiéncia do processo.
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CONCLUSOES

1. Das 19 amostras de quibe cru examinadas, 2 (10,5% ) revelaram re-
sultado positivo para bactérias patogénicas intestinais. De uma delas
se isolou Salmonella schottmuelleri e de outra, Shigella flexneri 3.

2. Os NMP/g de bactérias coliformes, E. coli e enterococos estive-
ram compreendidos respectivamente entre 175 e > 1.100.000, < 30 e
166.500 ¢ < 30 e > 110.000.

3. As médias aritméticas ¢ geométrica dos NMP/g nas 19 amostras fo-
ram, respectivamente para coliformes > [56.187 e > 28.861 e para
E. coli < 14.017 e < 1.080.

4. As médias aritmética e geométrica dos NMP/g de enterococos em 15
amostras foram, respectivamente, > 26.844 ¢ > 2.258.

5. Em relacdio a E. coli os valores obtidos indicaram que apenas 4
amostras (219%), no maximo, estariam dentro dos limites propostos
por Hobbs.

6. O quibe entregue cru ao consumo piiblico, pode representar risco de
infec¢do intestinal, como ficou demonstrado pelos resultados desta
investigacao.

RESUMO

Foram examinadas amostras de- quibe provenientes de 19 locais de
venda da zona central da cidade de Sio Paulo, que forneciam tal pro-
duto cru para o consumo publico. Nessas amostras foram pesquisadas sal-
monelas, shigelas e determinados os NMP/g de bactérias coliformes e
E. coli em dezenove e também esterococos em quinze. Os niimeros eleva-
dos encontrados de coliformes e, principalmente, de E. coli e enterococos
revelaram que o quibe fornecido cru ao consumo publico pode representar
risco de infeccdo intestinal.

SUMMARY

Samples of raw kibe from 19 shops in the central zone of the city of
Sdo Paulo were examined. These were examined for Salmonella and Shi-
gella and NMP/g of coliformes and E. coli was determined in 19 and of
enterococci in 15. The high values encountered especially for coliformes
and E. coli and enterococci, showed that kibe sold raw to the public can
present a risk of intestinal infection.
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