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RESUMO

A seguranga alimentar ¢ um fator essencial para a satde publica, pois a contaminacdo de
alimentos por microrganismos patogénicos representa um risco constante para o consumidor.
Este trabalho tem como objetivo comparar métodos convencionais € moleculares aplicados a
deteccao de Salmonella spp. e Escherichia coli em alimentos semielaborados, com énfase em
produtos carneos. A metodologia adotada baseou-se em uma analise comparativa por meio de
revisdo de literatura cientifica, considerando estudos que abordam a aplicacdo de métodos
microbioldgicos convencionais e técnicas moleculares na detecgdo desses patogenos. Os
métodos convencionais, baseados em cultivo e testes bioquimicos, permitem identificar
microrganismos vidveis, porém demandam maior tempo de andlise. Em contrapartida, as
técnicas moleculares, como a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), possibilitam a deteccao
rapida, sensivel e especifica do DNA microbiano, mesmo em baixas concentragdes. A analise
comparativa evidencia que, embora os métodos convencionais ainda sejam amplamente
utilizados pela simplicidade e baixo custo, as técnicas moleculares representam alternativas
promissoras para 0 monitoramento microbiologico. Conclui-se que a utilizagdo das técnicas
moleculares, de forma isolada ou associada aos métodos tradicionais, contribui para maior

eficiéncia, confiabilidade e agilidade no controle da seguranca dos alimentos.

Palavras-chave: Seguranca Alimentar; Salmonella spp.; Escherichia coli; Métodos

Convencionais; PCR; Alimentos Semielaborados.



ABSTRACT

Food safety is an essential factor for public health, as food contamination by pathogenic
microorganisms represents a constant risk to the consumer. This work aims to compare
conventional and molecular methods applied to the detection of Salmonella spp. and
Escherichia coli in semi-processed foods, with an emphasis on meat products. The
methodology adopted was based on a comparative analysis through a review of scientific
literature, considering studies that address the application of conventional microbiological
methods and molecular techniques in the detection of these pathogens. Conventional methods,
based on cultivation and biochemical tests, allow the identification of viable microorganisms,
but require more analysis time. In contrast, molecular techniques, such as Polymerase Chain
Reaction (PCR), allow for rapid, sensitive, and specific detection of microbial DNA, even at
low concentrations. The comparative analysis shows that, although conventional methods are
still widely used due to their simplicity and low cost, molecular techniques represent promising
alternatives for microbiological monitoring. It is concluded that the use of molecular
techniques, either alone or in combination with traditional methods, contributes to greater

efficiency, reliability, and speed in food safety control.

Keywords: Food Safety; Salmonella spp.; Escherichia coli; Conventional Methods; PCR;

Semi-processed Foods.
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1. INTRODUCAO

Anualmente, registram-se 600 milhdes de doencas causadas pelo consumo de
alimentos contaminados por microrganismos (Baba; Esfandiari, 2023). Dessa forma, a
seguranca alimentar ¢ fundamental para a saude e o bem-estar da populagdo. Sua importancia
¢ uma garantia de reducdo de riscos de doencas transmitidas por alimentos (DTA’s), ou seja, o
controle de qualidade nos alimentos assegura que esses estejam livres de contaminantes, como

0Ss microrganismos patogénicos.

Os microrganismos estdo intimamente relacionados com a disponibilidade, riqueza
e qualidade dos alimentos para consumo humano. No processo de manuseio e processamento,
os alimentos sdo facilmente contaminados por microrganismos naturais. Depois que o alimento
¢ contaminado, ele se torna um ambiente propicio a proliferacdo, atuando como meio
microbiano. Se estes microrganismos crescerem no alimento, consequentemente irdo mudar as
propriedades fisicas, bioldgicas e quimicas, provocando danos nocivos a saude humana. Estes
microrganismos sdo genericamente denominados “patogénicos”, podendo afetar a saude de
humanos, animais e manipuladores. Os microrganismos patogénicos podem chegar até o
alimento por inumeras vias, refletindo condi¢des precarias de higiene durante a producao,

armazenamento, distribuicdo ou manuseio industrial ou doméstico (Franco; Landgraf, 2008).

Casos de doengas causadas por patogenos veiculados por alimentos ocorrem
diariamente por todo o mundo. Muitas vezes, a contaminagdo ocorre durante a manipulacdo da
matéria-prima ou do produto final, pronto para o consumo. A maioria dos surtos ndo ¢ relatada,
mas existe grande ocorréncia de contamina¢do. Produtos alimenticios, como os chamados
“produtos semielaborados” segundo a legislacdo, sdo alimentos que devem ser verificados pela

presenca de microrganismos patogénicos, como a: Salmonella spp.; e Escherichia coli.

A detecgdo desses patogenos pode ser realizada por técnicas convencionais e
moleculares. As técnicas convencionais envolvem o cultivo em meios seletivos e testes
bioquimicos, permitindo identificar microrganismos viaveis, entretanto apresentam longo
tempo de andlise (Franco; Landgraf, 2008). Por outro lado, as técnicas moleculares permitem a
identificacio do DNA dos patdégenos de forma rapida e sensivel, mesmo em baixas

concentragoes (Silva et al., 2017).



Sendo assim, a andlise microbioldgica ¢ fundamental para garantir a seguranca e a
qualidade de todo lote fabricado, ou que sera consumido. Diante disso, o atual trabalho visa,
através de revisao de literatura, confrontar os resultados de dois tipos de métodos aplicados
neste processo, sendo os convencionais, € as técnicas moleculares.

A relevancia das analises microbiologicas ¢ indiscutivel tanto para a saude publica,
ao prevenir surtos de doencas de origem alimentar, quanto para a industria, que garante a

confian¢a do consumidor, a conformidade com legislagdes e a competitividade no mercado.
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2. OBJETIVO GERAL

Realizar um levantamento bibliografico sobre aplicagdes dos métodos
convencionais ¢ moleculares na detec¢do de contaminantes em alimentos, com &nfase em
Salmonella spp. e Escherichia coli a fim de fornecer diretrizes de quando utilizar cada método

e apresentar um estudo de caso.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
¢ Apresentar por meio do estudo de caso os métodos convencionais para
detectar microrganismos patogénicos;

o Revisar na literatura a aplicabilidade de métodos moleculares;

o Comparar vantagens, limitagdes, custos e tempos de analise dos métodos

convencionais € moleculares.

11



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Produtos Semielaborados

Segundo a instru¢do normativa — IN N° 161, de 1° de julho de 2022, os alimentos
semielaborados sdo todos aqueles provenientes da industria alimenticia, no qual ndo passam
por adi¢do de outros ingredientes para serem levados para a prateleira. Sendo assim, os produtos
semielaborados possuem indicagdo para o consumo, para o processo de eliminagao ou redugao

de possiveis DTA’s, como a necessidade de tratamento térmico efetivo.

3.1.1 Produtos Carneos:

Os produtos carneos sdo alimentos obtidos a partir de matérias-primas de origem
animal que passam por processos de transformacao fisica, quimica ou bioldgica, resultando em
produtos proprios para o consumo humano. Esses processos incluem moagem, salga,
cozimento, defumacao, fermentagao ou desidrataciao, que modificam as caracteristicas originais
da carne e conferem sabor, textura e durabilidade especificas (SOARES et. al, 2017). A carne
bovina ¢ um dos principais produtos do agronegdcio brasileiro, representando uma importante
fonte de proteinas, minerais e nutrientes essenciais. A contaminacdo por Salmonella spp. e
Escherichia coli em produtos carneos estd frequentemente associada a falhas higiénico-
sanitarias durante o abate, manipulacdo e armazenamento, resultando na disseminacdo de
patdgenos provenientes do ambiente, equipamentos e manipuladores (Franco; Landgraf, 2008;

Silva et al., 2017, Brasil, 2019).

3.2 Legislacio e Normas

3.2.1 Legislagdo para métodos convencionais

A seguranca microbiologica dos produtos carneos € um requisito essencial para
garantir a saide publica e a qualidade dos alimentos disponibilizados ao consumidor. Por esse
motivo, o controle e a deteccdo desses patdogenos sdo rigorosamente regulamentados por

legislagdes e normas especificas no Brasil.

12



A Instrug¢dao Normativan® 161, de 1° de julho de 2022, do Ministério da Agricultura
e Pecuaria (MAPA), estabelece os critérios microbiologicos para alimentos de origem animal e
vegetal, incluindo produtos carneos frescos e processados. Essa normativa define os padrdes
microbiologicos que devem ser atendidos, bem como os métodos de amostragem e limites de
aceitagdo. No caso da Salmonella spp., a presenca do microrganismo em 25 g de amostra ¢
considerada inaceitavel, sendo obrigatéria sua auséncia para que o produto seja considerado
seguro. Para E. coli, a normativa define limites quantitativos ou qualitativos conforme a

categoria do alimento e o risco associado.

Ainda, a Instru¢do Normativa n® 724, de 23 de maio de 2022, complementa as
exigéncias da IN 161/2022 ao fornecer informagdes sobre os métodos analiticos oficiais para
controle microbiologico de alimentos. Essa norma estabelece que os métodos utilizados para
deteccao de Salmonella ¢ E. coli devem ser validados e reconhecidos internacionalmente, como
os preconizados pela International Organization for Standardization (ISO). De acordo com a
Instrugdo Normativa n® 161/2022 - MAPA, os resultados das andlises microbioldgicas sio
interpretados por meio de quatro parametros fundamentais: n, ¢, m ¢ M. Esses parametros
compdem o chamado plano de amostragem, que define o nimero de amostras a serem
analisadas, o limite aceitdvel de micro-organismos e os critérios de aprovagdo ou reprovacao

do lote.

2,

“n”:  Representa o nimero de unidades amostrais

[TPRIR

c”: Representa a margem de tolerancia permitida. Indica o nimero maximo de

unidades amostrais que podem apresentar resultados acima do limite minimo.

“m”: Corresponde ao limite microbiologico aceitdvel, expresso em unidades
formadoras de colonia (UFC/g), nimero mais provavel (NMP/g) ou pela simples

auséncia/presenca de determinado microrganismo.

“M”: Representa o limite maximo desejavel, acima do qual o alimento ¢
considerado improprio para o consumo humano. Quando uma ou mais amostras apresentam

resultados superiores a M, o lote ¢ rejeitado (IN n° 161/2022).

13



Tabela 1: Padrdes microbioldgicos para alimentos semielaborados e prontos para consumo
segundo a RDC n° 161/2019. Fonte: BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), 2019.

22, AUMENTOS SEMIELABORADOS E PRONTOS PARA O CONSUMO

Categorias Especificas Micro-organismo/Toxina/Metabdlito n t m

. . M

a) Alimentos semielaborados _ Salmonella/25g | § 0 | Aus |
Bacillus cereus presuntivo/g, somente para 5 1 102 10°

alimentos a base de cereais ou molhos . | '
Clostridium perfringens/g, somente para alimentos | 5 2 104 10°

com carnes . ' .
Estafilococos coagulase positiva/g 5 2 | 5x10? ’ Sx10¢
Escherichia col/g s [3 ] s | sa
Bolores ¢ leveduras/g, somente para alimentos 5 1 102 10*

refrigerados

Fonte: BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 2019.

Essas legislagdes reforcam a responsabilidade dos estabelecimentos produtores e
fiscalizadores em assegurar que nenhum produto carneo seja comercializado sem a devida
analise microbioldgica. A carne, por ser um alimento altamente perecivel e suscetivel a
contaminagdo durante o abate, manipulacdo, armazenamento e transporte, requer controle
rigoroso (Inspe¢do de Carnes Bovina - MAPA, 2007). A detec¢do de Salmonella e E. coli do
lote que sera comercializado €, portanto, uma medida indispenséavel para prevenir riscos a saude

do consumidor e garantir a conformidade com as normas sanitarias vigentes.

Dessa forma, a aplicacdo das IN 161/2022 e IN 724/2022 ¢ fundamental para
assegurar que produtos atendam aos padrdes microbiologicos exigidos, evitando sua colocagao

no mercado sem a devida verificacao da inocuidade.

3.2.2 Legislagdo para métodos moleculares

A Association of Official Analytical Chemists (AOAC) valida métodos
alternativos, como os métodos moleculares. A AOAC ¢ uma das principais organizacdes
responsaveis pela validacdo e padronizacdo de métodos analiticos utilizados em laboratorios de
microbiologia e controle de qualidade de alimentos. Além dos métodos convencionais, a AOAC
possui um processo rigoroso para certificagdo de métodos alternativos, incluindo técnicas

moleculares, que vém ganhando destaque devido a rapidez, sensibilidade e especificidade.



33 Microrganismos patogénicos

3.3.1 Salmonella spp.

A Salmonella é o principal agente de doencas de origem alimentar, com varios casos
no mundo todo, representando um sério problema para a saude publica. Segundo a Secretaria
de Vigilaincia em Satde, do Ministério da Saude, notificou-se entre 2000 e 2015
aproximadamente 41,5% de surtos devido a Salmonella. Esse microrganismo patogénico,
pertence a familia Enterobacteriaceae e compreende os bacilos Gram-negativos ndo produtores
de esporos e sdo anaerobios facultativos, produtores de gas a partir da glicose e utilizam citrato
como unica fonte de carbono, sendo a maioria mdveis e que esta sendo representado na Figura

2 (Franco; Landgraf, 2008; Blucher, 2017).

As diferencas antigénicas das espécies do género Salmonella sio determinadas
principalmente por trés tipos de antigenos: O (somatico), H (flagelar) e Vi (capsular). O
antigeno O, presente na parede celular, ¢ composto por lipopolissacarideos e define os
sorogrupos (A, B, C, D, E). Ja o antigeno H, localizado nos flagelos, é proteico, termolabil e
pode ocorrer em duas fases (1 e 2), permitindo a distingdo entre diversos sorovares. A
combinagdo desses antigenos € utilizada no esquema de Kauffmann-White-Le Minor, que
permite a identificacdo e classificacdo sorologica das cepas. Esse método possibilita a
padronizagdo internacional da nomenclatura e o acompanhamento preciso da circulacao de
sorotipos em humanos, animais e alimentos, sendo essencial para o monitoramento

epidemioldgico e para a implementacao de agdes de vigilancia em satde. (Silva et al, 2017).

A bactéria do género Salmonella enterica ¢ a mais frequente envolvida nas doengas
humanas, que corresponde a 99% das infec¢des intestinais em humanos (Silva ef al 2017). O
seu principal reservatorio € o trato gastrointestinal do homem e de animais. A transmissdo de
Salmonella ao homem ocorre, geralmente, pela ingestdo de alimentos ou dgua contaminados
(Favrin; Jassim; Griffiths, 2001). De acordo com a ICMSF (Comissdo Internacional de
Especificagdes Microbioldgicas para Alimentos), a temperatura de crescimento varia entre 35
e 37°C, com pH em torno de 7,0.

Os microrganismos pertencentes ao grupo Salmonella spp. sdo capazes de produzir
uma variedade de fatores de viruléncia, como a capacidade de adesdo aos receptores celulares
das células dos hospedeiros, com o poder de penetrar nas células intestinais e sobreviver,

causando a infec¢ao (Franco; Landgraf, 2008).
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Figura 2: Salmonella spp. Imagem de microscopia eletronica de varredura.

ol "l_l..r [ i =F
= N = P —F':: =F 1 LR
Fonte: Bureau of Public Health, Tokyo Metropolitan Government (2008).

3.3.2 Escherichia coli

A E. coli é uma espécie da familia Enterobacteriaceae, esse microrganismo ¢ um
bastonete Gram-negativo, ndo esporulado, anaerdbio facultativo e oxidase negativo,
representado na Figura 3. O microrganismo estd presente no trato gastrointestinal de humanos
e animais, desempenhando papel relevante na microbiota intestinal normal, embora algumas
cepas sejam patogénicas, estando associadas a infecgdes intestinais e a surtos de doencas
transmitidas por alimentos, assim como a Salmonella spp. A sua presenga em alimentos indica
contaminagdo de origem fecal (Franco; Landgraf, 2008).

Do ponto de vista bioquimico, E. coli apresenta um perfil tipico das enterobactérias.
E oxidase-negativa e catalase-positiva, caracteristicas comuns ao grupo. Diferentemente de
outras enterobactérias ndo fermentadoras, a E. coli € lactose-positiva, fermentando lactose com
produgdo de acido e gas (Silva et al, 2017).

Sabendo disso, a Escherichia coli é classificada em diversos sorotipos com base nos
antigenos O (somatico), H (flagelar) e K (capsular). Essa combinagao define diferentes cepas,
algumas das quais sdo patogénicas. Entre elas, destacam-se os grupos EPEC, ETEC, EHEC,
EIEC, EAEC e DAEC, que se diferenciam pelos fatores de viruléncia e manifesta¢des clinicas
(Franco; Landgraf, 2008). Sabendo disso, a cepa EHEC ¢ a patogénica, sendo seu principal
representante ¢ o O157:H7, associado a casos graves de infec¢do intestinal. A identificagdo
soroldgica ¢, portanto, essencial para o diagnostico e o controle epidemiologico das infec¢des

por E. coli, contribuindo para a seguranc¢a alimentar. (Silva et al, 2017).
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Figura 3: Escherichia coli. Imagem de microscopia eletronica de varredura de Escherichia

coli enterotoxigénica.

o
-
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Fonte: E. coli Diarreica | Concise Medical Knowledge (2008).

3.4  Deteccdo de microrganismos patogénicos em alimentos

3.4.1 Metodos convencionais

A detecg@o de microrganismos patogénicos em alimentos ¢ o principio da analise
microbioldgica, pois ¢ fundamental conhecer as condi¢des de higiene em que o alimento foi
preparado dentro da industria. A analise laboratorial de um produto alimenticio ¢ importante
para detectar possiveis DTA’s (Doengas Transmitidas por Alimentos). A analise consistira em
investigar a presenca ou a auséncia de microrganismos nesse produto, para quantificar os
microrganismos presentes e para identificar e caracterizar a espécie microbiana de interesse
(Franco; Landgraf, 2008). Sabendo disso, esses métodos convencionais recebem essa
denominacgao porque sao os métodos que a maioria dos laboratorios, principalmente brasileiros,
utilizam para realizar a anélise microbioldgica. Dentre os métodos internacionais de referéncia
para andlises microbiologicas de alimentos, destaca-se a metodologia padronizada pela
International Organization for Standardization (ISO), amplamente reconhecida por garantir
reprodutibilidade e confiabilidade nos resultados.

Além disso, ¢ amplamente aceita por 6rgdos reguladores, incluindo a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) e o Ministério da Agricultura, Pecudria e

Abastecimento (MAPA).
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Foi adotado o método ISO 6579-1:2017 para deteccdo de Salmonella spp., que
estabelece as etapas de pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo e isolamento em meios
especificos, seguidas de confirmagdo bioquimica e soroldgica. Essa norma visa a identificagao
qualitativa de Salmonella spp. em alimentos destinados a consumo humano, em amostras do
ambiente ou manipulacao de alimentos, sendo considerada o padrdo ouro para o género.

Para E. coli foi adotado a ISO 16649-2:2002, que utiliza o meio de cultura TBX
(Tryptone Bile X-glucuronide Agar) para a contagem de colonias caracteristicas, de cor azul-
esverdeada, apos incubagao a 44 °C por 24 horas. Essa metodologia permite a detecc¢ao de E.
coli p-glucuronidase positiva em alimentos, garantindo resultados quantitativos precisos e
comparaveis entre laboratdrios.

Embora os métodos convencionais sejam relativamente baratos e estejam bem
estabelecidos, apresentam uma grande demanda de tempo e por isso entram em desvantagem

quando comparados aos métodos moleculares (Dias, 2011).

3.4.2 Meétodos moleculares

Com a necessidade de resultados mais precisos e mais rapidos, surgiram na década
de 70 os métodos rapidos, em que se percebia a melhora na produtividade laboratorial. Além
desses objetivos, esses métodos visam também a simplificacdo do trabalho e redu¢do de custos
(Franco; Landgraf, 2008). As técnicas moleculares tém sido utilizadas para detectar varios
patogenos bacterianos. As técnicas de biologia molecular, inclui ensaios de PCR para identificar
Escherichia coli e Salmonella spp. em produtos carneos.

Nas tultimas décadas, o avanco das técnicas de biologia molecular impulsionou o
desenvolvimento de métodos mais precisos para detectar, identificar e caracterizar bactérias
patogénicas em alimentos. Entre essas tecnologias, destacam-se as técnicas genotipicas, que
analisam caracteristicas estaveis do DNA cromossomico, plasmidial ou total
dos microrganismos. A aplicagdo direta dessas metodologias tem aprimorado o monitoramento
microbiologico de alimentos, especialmente com o uso de técnicas baseadas na amplificagao
de sequéncias de DNA pela Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), considerada uma das

ferramentas mais sensiveis e especificas para a detec¢do de patdgenos Freitas E.I. et al (2006).
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Foram implementados, nos ultimos anos, diferentes métodos de detec¢ao de
patogenos baseados em espectrofotometria, biossensores e, principalmente, técnicas de
deteccao de acidos nucleicos, como DNA e RNA. Dentre essas, destaca-se a Reagao em Cadeia
da Polimerase (PCR), amplamente utilizada devido a sua elevada sensibilidade e especificidade.
Essas abordagens moleculares permitem a obtengao de resultados rapidos, com maior precisao
e menor intervencdo manual, reduzindo o risco de erros humanos e otimizando o
monitoramento microbiologico de alimentos (Rissato DP, 2014).

Dessa forma, estudos destacam que as técnicas moleculares surgem como
alternativas promissoras em compara¢do aos métodos classicos da microbiologia de alimentos,
devido a sua versatilidade, especificidade e sensibilidade. Essas abordagens proporcionam
resultados rapidos e confidveis, contribuindo assim para um monitoramento mais eficiente da

qualidade e seguranca dos alimentos (Wang; Salazar, 2016).
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4. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho caracteriza-se como uma revisdo de abordagem qualitativa,
descritiva e comparativa. O estudo foi desenvolvido com base em duas etapas principais: estudo

de caso e revisao bibliografica.

4.1 Deteccao de Salmonella spp. e Escherichia coli em produtos carneos

O estudo de caso foi realizado com base em andlises microbioldgicas
convencionais, em que foram aplicados métodos de deteccdo para Salmonella spp. e
Escherichia coli em produtos carneos semielaborados, utilizando a metodologia convencional
baseada nas ISO’s presente no Manual de métodos de analise microbioldgica de alimentos e

agua (Silva et al, 2017).

A andlise foi realizada em um laboratdrio parceiro, no qual o espaco ¢ destinado
especificamente a Analise Microbiologica de Alimentos. Sabendo disso, essa etapa teve como
proposito identificar, na pratica, os procedimentos tradicionais de cultivo das colonias em
questdo, permitindo comparar seu tempo de execugdo, custo € precisdo com as técnicas

moleculares descritas na literatura.

As amostras analisadas neste estudo corresponderam a produtos carneos
semielaborados, no caso a Carne do Sol Desfiada Congelada, no qual foram adquiridas em
estabelecimento comercial local. Amostras coletadas foram analisadas, utilizando um plano
amostral para a analise microbioldgica de “n= 3, com a finalidade de detectar patogenos do
lote produzido, em que as analises foram direcionadas para detec¢ao de Salmonella spp. e
Escherichia coli, microrganismos de relevancia para a satde publica e frequentemente

associados a surtos DTA’s.

4.1.1 Coleta e preparo de amostras

Foram coletadas trés amostras de carne de sol desfiada congelada. Os produtos
foram coletados em suas embalagens originais, devidamente fechadas, em que representavam a
amostragem do lote fabricado para avaliar as suas condi¢des microbiologicas. Dessa forma,
como trataram— se de produtos congelados, estes foram encaminhados para o Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos, em uma caixa térmica com temperatura mantida entre 0° C a 8°
C. O alimento foi transportado dessa forma para que suas condi¢gdes fossem mantidas até chegar

a0 local de destino.
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As amostras foram recebidas para analise no laboratorio e foram observadas as
condi¢des de embalagem do produto e do transporte antes do inicio da analise. Em seguida, foi
realizado o registro da amostra em uma planilha de “Controle e Recebimento de Amostras”,
para que fosse possivel acompanhar todas as etapas do processo analitico, garantindo a
rastreabilidade, organizacdo e integridade das informagdes referentes ao material recebido.
Apbs isso, a amostra passou por um descongelamento sob refrigeracdo somente para a

realizacdo da analise microbiologica.

Técnicas corretas de preparagdo da amostra para analise sdo indispensaveis
(Franco; Landgraf, 2008). A técnica de assepsia foi utilizada em todas as etapas para manter
uma boa higienizagdo e evitar contaminacdo externa. Assim, foi realizado o pré-
enriquecimento adicionando-se 25 g da amostra em 225 mL de Agua Peptonada (H2Op,
composicdo: Peptona: 10g; Cloreto de soédio: 5g; Fosfato dissodico: 3,5g; Fosfato
Monopotassico: 1,5g), etapa fundamental para a recuperacdo de microrganismos injuriados,
permitindo que se estabelecam e possam ser posteriormente detectados nas fases seletivas da
analise microbiologica. O pré- enriquecimento foi realizado na proporcao de 25g de amostra
para 225mL de H2Op para favorecer o crescimento inicial dos microrganismos e assegurar a

confiabilidade das etapas subsequentes da analise microbiologica.

4.1.2 Detecgao de Salmonella spp. de acordo com a ISO 6579:2017

Inicialmente as amostras foram submetidas a homogeneizagao, de acordo com a
ISO 6579:2017, baseado no Manual de Métodos de Analise Microbioldgica de Alimentos e
Agua de Silva ef al (2017). A amostra sofreu o pré-enriquecimento em BPW (Caldo Agua
Peptonada Tamponada, composi¢ao: Triptona - 10,0; Cloreto de Sédio - 5,0; Fosfato Dissodico
- 3,5; Fosfato Monopotassico -1,5), na propor¢do de 25 g de amostra para 225 mL de meio de
cultura. Posteriormente o caldo contendo a amostra foi incubado a 37 °C por 18 a 24 horas. Essa
etapa teve como objetivo recuperar células de Salmonella spp. que estavam em estado de
estresse ou lesionada, permitindo que se multipliquem antes da exposi¢ao a meios seletivos.

Ap0s a etapa de pré-enriquecimento, o proximo passo foi o enriquecimento seletivo.
Nessa etapa, foram transferidas aliquotas de 0,1 ml da cultura para 10 ml de Caldo Rappaport-
Vassiliadis (RV), caldo especifico para essa analise, e, também, 1 ml da cultura para 10 ml de
Caldo Tetrationato (TT), que respectivamente foram incubados a 41,0° C/ 24h e 35,0° C/ 24h

em estufa.
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Essa etapa teve como objetivo favorecer o crescimento da bactéria e inibir o
desenvolvimento de microrganismos competidores. Esses meios possuem substancias seletivas
que restringem o crescimento de bactérias ndo desejadas, proporcionando condi¢des ideais para

o desenvolvimento de Salmonella spp. e permitindo sua posterior detecc¢ao e isolamento.

Apds 24h de enriquecimento seletivo, foi realizado o plaqueamento em meios
diferenciais vertidos em placas, com o objetivo de isolar coldnias caracteristicas de Salmonella
spp. A partir da semeadura nos caldos seletivos, foi feito o repique da amostra, utilizando a
técnica de estriamento nas superficies dos meios Agar XLD (Xilose Lisina Desoxicolato) e
Agar HE (Hektoen Enteric). Apds o estriamento, as placas foram incubadas a 35°C por 24 horas
em estufa, para garantir o desenvolvimento de colonias tipicas, em que geralmente possui um
centro escurecido devido a produgdo de sulfeto de hidrogénio (H,S) e coloragdo clara ou incolor
ao redor, caracteristicas indicativas de Salmonella spp. E assim, em caso de colonias suspeitas,

essas sdo entdo selecionadas para as etapas seguintes de confirmacao bioquimica e soroldgica.

As colonias suspeitas de Salmonella spp. isoladas nos meios de plaqueamento
diferencial foram submetidas a testes bioquimicos de confirmacdo, no qual foi possivel
identificar as caracteristicas metabodlicas especificas do microrganismo. Desse modo, foram
utilizados os meios TSI (Triple Sugar Iron Agar) e LIA (Lysine Iron Agar) para identificacdo

de contaminagao por Salmonella spp.

4.1.3  Deteccdo de Escherichia coli de acordo com a ISO 16649-2:2002

A detec¢do e quantificacao de Escherichia coli, nas amostras de produtos carneos,
foram realizadas de acordo com a norma ISO 16649-2:2002 utilizando o meio Agar Triptona
Bile Glucuronico (TBX). Inicialmente,foram pesados assepticamente, em fluxo laminar, 25 g
de cada amostra para frascos estéreis contendo 225 mL de Agua Peptonada, realizando-se a

homogeneizagao para obtengao da diluicao inicial 107",
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Em seguida, foi realizada a inoculagao pelo método pour plate, método conhecido
como plaqueamento em profundidade, que consiste na inoculacdo conjunta do produto
(previamente inativado ou ndo) em placa de petri junto com meio de cultura fundido. Foi
utilizada uma aliquota de 1 mL da amostra em placas de petri estéreis, as quais foram
adicionadas 15mL de meio TBX fundido e resfriado a 45 °C. Apos homogeneizagdo e
solidificagdo, as placas foram incubadas em estufa a 44 + 1 °C por 24 horas em estufa, em
posicdo invertida. Dessa forma, ap6s o seu tempo de incubagdo foi possivel obter o resultado

para ser expresso em Unidades Formadoras de Colonia por grama de amostra (UFC/g).

4.2 Levantamento Bibliografico

O presente estudo trata-se de uma revisao bibliografica, com o objetivo de reunir e
analisar informagdes cientificas sobre a presenca e deteccdo de Salmonella spp. e E. coli em
produtos carneos, por meio de técnicas moleculares. A pesquisa foi embasada em artigos
cientificos, dissertagdes, teses e publicagdes oficiais disponiveis em bases de dados eletronicas,
como ScienceDirect ¢ PubMed. Foram incluidos estudos publicados entre 2006 a 2026, que
apresentavam dados relevantes ao tema, com a entrada das palavras-chave “molecular methods
AND food safety AND pathogens AND detection” no mecanismo de busca, destacados na
Figura 4.

As principais buscas foram importadas para o programa de software chamado
Bibliometrix, uma ferramenta integrada ao RStudio utilizado para realizar andlises
bibliométricas. O recurso € gratuito, e permite interpretar e estruturar os dados por meio de
diversas representagdes visuais. Apos a selecdo, as informagdes foram organizadas de forma
descritiva e comparativa, visando destacar os principais achados sobre a ocorréncia € os

métodos moleculares de deteccdo de Salmonella spp. e Escherichia coli em produtos carneos.

Dessa forma, dentre o total de artigos pesquisados, foram selecionados
manualmente entre as publicagdes, 9 artigos cientificos no banco de dados PubMed e 22 artigos
no ScienciDirect, para que fosse possivel fazer a analise comparativa dos métodos moleculares

para a discussao dos resultados.
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Figura 4: Fluxograma de resultados para o levantamento bibliografico.

Palavra-chave:
Busca no banco “molecular methods AND
de dados safety AND pathoge
AND detection™

Divisdo dos
artigos para a
analise

.

PubMed ScienceDirect comparativa

Soma dos
oma dos Gesiio

resultados de

: Bibliometrix
pesquisa

Fonte: Autoria Propria, 2025.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Deteccao de Salmonella spp. e Escherichia coli por método convencional

Optou-se por um plano amostral de n=3 devido a natureza experimental do estudo,
mantendo, os procedimentos analiticos descritos na legislagdo vigente. Sabendo disso, os
resultados obtidos das trés unidades amostrais analisadas por meio de analises microbiologicas
convencionais do produto cadrneo em questdo mostraram auséncia de coldnias tipicas de
Salmonella spp. e de Escherichia coli nos meios sélidos seletivos utilizados. Sendo detectado
apenas o crescimento de coldnias atipicas de Salmonella spp. em duas unidades amostrais

(Figura 5) e uma coldnia suspeita na terceira unidade amostral (Figura 6).

Figura 5: Colonias atipicas de Salmonella spp. em meios diferenciais, o XLLD e o HE, em

duas unidades amostrais.

Fonte: Autoria Propria, 2025.



Figura 6: Colonia tipica de Salmonella spp. identificada no meio de cultura HE.

Fonte: Autoria Propria, 2025.

Para Salmonella spp., a detecg@o seguiu as etapas classicas recomendadas pela ISO
6579-1:2017, iniciando com o pré-enriquecimento e, em seguida, foi realizado o isolamento da
colonia tipica em agares seletivo. Sendo assim, apos 24h de incubagdo a 35°C, as amostras
incubadas em meios diferenciais apresentaram colonias atipicas em duas unidades amostrais e
apenas em uma unidade foi verificado a presenca de coldnias tipicas de Salmonella spp. Visto
que, para o dgar XLD, as amostras produziram cepas de Salmonella H2S negativa (colonias de
cor rosa). Por sua vez, o 4gar HE apresentou o mesmo resultado para duas amostras com

colonias atipicas fermentadoras de lactose ou sacarose de cor salmao.
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Figura 7: Colonia tipica de Salmonella spp. amplificada.

Fonte: Autoria Propria, 2025.

Ja para a terceira unidade amostral, estriada em agar HE, foi possivel verificar
colonias verde-azuladas com centro preto, caracteristicas de cepas suspeitas de Sa/monella spp.
em meio diferencial. Sendo assim, ap6s 24h de incubacdo a 35°C, as amostras incubadas em
meios diferenciais apresentaram colonias atipicas em duas unidades amostrais € apenas em uma

unidade foi verificado a presenca de colonias tipicas de Sal/monella spp.

Diante disso, a colonia suspeita foi repicada em meio TSI, que avalia a fermentagado
de glicose, lactose e sacarose, além da producao de gas e de sulfeto de hidrogénio (H,S) e, em
meio LIA que verifica a descarboxilagdo da lisina e a producao de H,S. Sabendo disso, a analise
detectou que nenhuma cultura apresentou reagao tipica em meio TSI e meio LIA, confirmando

o resultado de auséncia para Sa/monella spp. (Figura 8).
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Figura 8: Tubos contendo os meios TSI (& esquerda) e LIA (a direita) utilizados na detec¢ao

de Salmonella spp.

Fonte: Autoria Propria, 2025.

Entretanto, em algumas situagdes, as colonias podem ndo expressar completamente
essas reacdes bioquimicas, levando a resultados falso-negativos, mesmo tratando-se de

Salmonella spp. Essa auséncia de reacdes tipicas pode estar relacionada a:

¢ Baixa viabilidade celular, decorrente do envelhecimento das coldnias ou estresse
térmico;

o Crescimento lento ou inibi¢ao parcial devido a seletividade dos meios de
isolamento utilizados anteriormente, como o XLD e HE;

o Condigdes de incubagao inadequadas, como temperatura, tempo insuficiente ou

desbalanceamento de pH do meio (Fernandes, 2016; Gouveia et al, 2012).

De acordo com Rissato ef al (2011), amostras presuntivas de Salmonella spp. podem
perder parte de suas caracteristicas metabolicas tipicas apds o isolamento em meios altamente

seletivos, resultando em auséncia de producao de H,S ou ndo descarboxilagido da



lisina em LIA. Assim, uma colonia que genuinamente pertencente ao género Salmonella pode

ser descartada erroneamente na etapa bioquimica.

Nos métodos convencionais para detec¢do de E. coli, os resultados foram obtidos
por meio do isolamento e identificacdo presuntiva das colOnias em meios seletivos e
diferenciais, detectando auséncia do microrganismo. Foi empregada a metodologia descrita na
ISO 16649-2:2002, para contagem de coldnias caracteristicas de cor azul-esverdeada, apos

incubagido a 44 °C por 24 h.

Figura 9: Placa contendo meio TBX, com contagem igual a 0 de cepas de E. coli.

Fonte: Autoria Propria, 2025.

Resultados negativos em andlises convencionais podem estar relacionados a fatores
intrinsecos da amostra e limita¢cdes do método de cultura. Entre as principais causas destacam-
se a presenga de células em estado viavel, porém nao cultivavel (VBNC), a baixa concentragao
inicial do micro-organismo ou ainda a ac¢do de sanitizantes e condigdes de estresse ambiental

que podem comprometer a viabilidade celular (Rissato et al; 2011; Fernandes, 2016).
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As andlises microbiolodgicas realizadas nas amostras de alimentos durante o periodo
de vivéncia em laboratorio apresentaram resultados satisfatorios, com auséncia de
microrganismos patogénicos e indicadores em todas as amostras avaliadas. Os microrganismos
pesquisados tiveram como resultado, para o parametro de Salmonella spp., auséncia em 25g, e
para as demais técnicas, 0 UFC/g destacando a auséncia também desse microrganismo. A
interpretagdo dos resultados foi realizada com base na Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC)
n.° 724, de 1° de julho de 2022, da ANVISA, que estabelece os padrdes microbiolégicos para

alimentos (Tabela 1).

Tabela 1: Resultados microbioldgicos obtidos das analises convencionais. De acordo com os

padrdes estabelecidos pela RDC n° 724/2022 para alimentos semielaborados.

RESULTADOS EDC n° 724 de 17 de julho de 2022
Parimetros
N1 N2 N3 N4 M3 | € m M
Escherichia
call =1 <1 =1 =1 =1 5 2 10 20
Salmenella
sBp. Aupséncia | Avsgnciz | Auvséneia | Auséncia | Avséncia 3 0 Ans -

Fonte: Autoria Propria, 2025.
De acordo com os critérios estabelecidos pela RDC n°® 724, de 1° de julho de 2022,
a tabela apresenta os resultados das analises microbioldgicas analisadas. Para Escherichia coli,
todas as amostras apresentaram valores inferiores a 1 UFC/g, indicando auséncia ou niveis
abaixo do limite de quantificacdo do método. Esses resultados estdo bem abaixo dos padrdes
determinados pela legislacdo, que estabelece m = 10 UFC/g como limite aceitdvel e M = 20
UFC/g como limite maximo tolerado, podendo até duas amostras ultrapassar o valor m sem

comprometer a conformidade.

Para Salmonella spp., todas as cinco amostras apresentaram auséncia do patdgeno,
atendendo integralmente ao requisito da RDC 724/2022, que determina que o microrganismo

deve estar ausente em todas as unidades amostrais analisadas (¢ = 0).
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Dessa forma, de acordo com os critérios legais vigentes, todas as amostras
analisadas encontram-se em conformidade com os padrdes microbiologicos exigidos,
evidenciando adequagdo higiénico-sanitaria do produto avaliado e demonstrando que o produto

esta apto para o consumo seguro.

5.2 Software Bibliometrix

Para a etapa dedicada aos métodos moleculares, a busca nos bancos de dados
resultou em um total significativo de publicagdes relevantes. No PubMed, foram identificados
142 artigos, enquanto no ScienceDirect a busca retornou 423 resultados. Todos os artigos
selecionados foram posteriormente importados para o software Bibliometrix, que permitiu
realizar a analise bibliométrica do conjunto. A ferramenta forneceu um panorama detalhado das
producdes ao longo dos anos, bem como identificou os paises que mais contribuiram
cientificamente para o tema, possibilitando uma visao ampla da evolucdo e da distribuigao

dessas pesquisas.

5.2.1 Analise quantitativa das publicacgoes selecionadas

O numero final total de publicagdes encontradas foi de 565 artigos com os devidos
filtros selecionados. Para este tema foi usado um periodo de busca entre 2006 a 2026 (Figura

10e11).

Figura 10: Producao Anual cientifica segundo os artigos selecionados no PubMed pelo software

Bibliometrix.

Annual Scientific Production

Articles
5

4
2024

Fonte: Bibliometrix, 2025.
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Figura 11: Produgdo Anual cientifica segundo os artigos selecionados no ScienceDirect pelo

software Bibliometrix.

Annual Scientific Production

Articles
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i

Year

Fonte: Bibliometrix, 2025.

No ano de 2006, o artigo publicado por Valerie M. Bohaychuk visava compreender
eficacia e a aplicacdo de métodos rapidos, como ELISA e PCR, para a deteccao de
microrganismos patogé€nicos em produtos de carne e aves. O objetivo foi avaliar o desempenho
desses métodos em comparagao as técnicas tradicionais de cultura, considerando aspectos como
sensibilidade, especificidade e limite de detecg¢do, para facilitar o controle e a garantia da
seguranca alimentar. Os resultados obtidos, a partir desse artigo, mostraram que o método por
ELISA apresentou 100% de sensibilidade na deteccdo dos patdogenos, enquanto o PCR
apresentou 80%. Contudo, o artigo ressalta que esses testes devem ser utilizados de forma
complementar as técnicas convencionais, especialmente diante de possiveis resultados falso-
positivos ou falsos negativos, para garantir a seguranca alimentar de forma eficiente.

Ainda se observam os mesmos ensaios moleculares aplicados a diferentes produtos
alimenticios, com a utilizacdo da PCR, além disso o estudo demonstrou um avanco no uso de
biossensores como método de detecgdo molecular de patogenos. Nesse contexto, verificou-se
um aumento significativo dessas duas técnicas no nimero de publicacdes entre 2022 e 2026

(Tabela 2), conforme destacado nos dois bancos de dados analisados.

32



Tabela 2: Métodos moleculares identificados nos artigos selecionados.
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Métodos moleculares identificados nos artigos selecionados.

limitations, and practical challenges."

Artigos Tipos de métodos Autor Ano
moleculares

"Sampling and testing for pathogens in food:
finding the :
needle in a haystack and the impact of the PCR- gPCR I{dﬁ;lg}gzls'tg' 2025
food
microbiome."
"The low-cost multi-channel biosensor for the Biossensor - M. Jevaraman
quick detection of different Biossensor ' ye ‘al 2025
food pathogens." Colorimétrico ’
“Molecular Methods for Identification and
Quantification of PCR- mPCR Yuan Li 2022
Foodborne Pathogens.”
"Rapid detection methods for foodborne
pathogens based on nucleic acid .
amplification: Recent advances, remaining PCl})é(EivegcClIo{nal/ Han-Jia Lin 2023
challenges, and E
possible opportunities."
"Molecular Methods for Identification and .
Quantification of Foodborne Pathogens." PCR - mPCR Yuan Li 2022
"Bacteriophage-Based Biosensors: A Platform| Bi
for Detection of B;oss::ln(s;(r)r- Rashad R. Al- 2022
Foodborne Bacterial Pathogens from Food Ele t?;e ?miii)s Hindi
and Environment." qu
"Biosensors for rapid detection of bacterial
pathogens in water, food and environment." PCR- gPCR Zhugen Yang 2022
"Molecular Detection of Salmonella.” PCIr{r;lflglgR © H.Fuetal. 2025
"Enhancing food safety: A systematic Biossensor- Eneku Nur
review of electrochemical biosensors for Biossensores Sva ﬁ%ah Enoku | 2026
pathogen detection — advancements, Eletroquimicos Zb d Rahm%ln

Fonte: Autoria Propria, 2025.

Entre os trabalhos selecionados, um estudo realizado por Rahman et al (2026),

sobre o uso de biossensores eletroquimicos destacou-se como uma das metodologias mais

recorrentes nas publicagdes recentes. Essa abordagem baseia-se na integracdo de bioreceptores

a transdutores eletroquimicos, permitindo a deteccdo sensivel, rapida e precisa de patdgenos

transmitidos por alimentos. Por outro lado, no trabalho de H. Fu et al/ (2025), destaca-se

claramente qual ¢ o principal método molecular utilizado mundialmente para a deteccao de

patdgeno, a PCR em tempo real (QPCR).



O texto do estudo reafirma que a qPCR permanece como o método molecular
padrdo-ouro para deteccdo, por oferecer precisdo, rapidez e elevada confiabilidade na

identificacdo do patdgeno e de genes de resisténcia antimicrobiana (H. Fu et al., 2025).

5.2.2  Producgao Cientifica por Pais

Em relagdo a contribuigdo mundial para os estudos sobre este assunto, na Figura 12
¢ possivel identificar os paises que mais se destacaram como as maiores quantidades de
publicagdes sobre o estudo de deteccao de patdgenos em produtos alimenticios usando métodos

moleculares (Figura 12).

Figura 12: Mapa mundial da distribui¢do de publica¢des por pais, de acordo com os filtros

selecionados no software Bibliometrix. Fonte: Bibliometrix, 2025.

Country Scientific Production

Fonte: Bibliometrix, 2025.

O mapa acima evidencia que os estudos selecionados nesta revisdo sao
provenientes, em sua maioria, de paises que possuem uma ampla estrutura de pesquisa e,
também, uma forte atuagdo na area de microbiologia de alimentos. Portanto, regides como a
América do Norte, a Europa e a Asia concentram o maior nimero de publicagdes e estudos
sobre a detec¢ao molecular de Salmonella spp. e E. coli, dessa forma, demonstrando o avango
e a disseminagdo de técnicas moleculares no controle de qualidade dos alimentos. Além disso,
reforga a preocupacao global de pesquisas na area, além de destacar a importancia crescente de

métodos que garantem a seguranca dos alimentos.
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5.2.3  Artigos Selecionados de acordo com os tipos de ensaios moleculares

A andlise dos artigos selecionados (9 artigos cientificos no banco de dados PubMed
e 22 artigos no ScienciDirect), evidenciou uma predomindncia de técnicas moleculares
utilizadas para a deteccdo de patdgenos em produtos alimenticios, para garantir a seguranga
alimentar, com destaque para métodos baseados na amplificacao de acidos nucleicos e na reagao
em cadeia da polimerase (PCR). Entre os trabalhos avaliados, oito estudos empregaram técnicas
de amplificag¢do de 4cidos nucleicos, contemplando variagdes como a amplificagdo isotérmica
e abordagens especificas, incluindo LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification). Essa
técnica o LAMP permite a amplificacdo rapida, altamente especifica e eficiente do DNA,
produzindo uma grande quantidade de copias em menos de uma hora. Essa ¢ uma técnica
inovadora de amplificagio de DNA que ocorre sob condigdes isotermais (Notomi, T. et al,

2000).

O método PCR (reagdo em cadeia da polimerase) foi o mais recorrente, aparecendo
em 15 artigos. Dentro desse grupo, os estudos utilizaram tanto a PCR convencional, aplicada
principalmente para o simples diagnostico da presenga do material genético do patoégeno,
quanto a qPCR (quantitative polymerase chain reaction), incluindo variagdes como qPCR
multiplex, que combina a amplificagdo de um alvo (sequéncia de DNA-alvo) com a
quantificagdo da concentragdo dessa espécie de DNA na reagdo. Essa predominancia demonstra
a robustez, sensibilidade e confiabilidade das técnicas baseadas em PCR, que continuam sendo

referéncia na deteccdo molecular de microrganismos.

Como também, os biossensores tiveram representatividade, sendo citados em sete
artigos. Dentro desse conjunto, foram identificadas trés principais técnicas: biossensores
colorimétricos, que apresentam mudangas visuais perceptiveis decorrentes da interagdo com o
patogeno; biossensores eletroquimicos, que medem alteragdes de corrente ou potencial elétrico
geradas pela reacdo; e nanobiossensores, que utilizam nanomateriais para aumentar a
sensibilidade e especificidade da detec¢do. A presenca desses dispositivos evidencia o avango
de tecnologias alternativas, rapidas e de baixo custo, especialmente Uteis em triagens e

monitoramento em tempo real.
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Por fim, trés artigos empregaram o método ELISA (Imunoensaio Enzimatico),
técnica imunoldgica amplamente estabelecida na detecg¢do de antigenos ou anticorpos. Embora
menos recorrente que os métodos moleculares, 0 ELISA ainda se destaca por sua especificidade
e aplicabilidade em analises de rotina, especialmente quando ha necessidade de confirmar a

presenca de componentes estruturais do patégeno. Todos representados na Figura 13.

Figura 13: A figura representa os ensaios moleculares mais recorrentes para a detec¢ao de

patogenos em alimentos.

METODOS MOLECULARES

Amplificagio de Reacio em Cadeia

e v s Biossensores
acidos nucleicos da Polimerase

7 artigos

Nanobiossensores

1cional Colorimétrico

Eletroquimico

Fonte: Autoria Propria, 2025.

Em conjunto, os resultados apontam que os métodos de deteccao mais observados
nos artigos selecionados foram aqueles baseados na amplificagdo de 4cidos nucléicos e na PCR,
seguidos pelos biossensores e pelo ELISA. Cada técnica apresenta vantagens € métodos
especificos que contribuem para a precisdo, rapidez e confiabilidade das andlises voltadas a

seguranca alimentar € a0 monitoramento microbiolédgico.
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5.2.4 Comparagdo entre os métodos de detecgdo

Para a anélise comparativa, a PCR foi selecionada como técnica de referéncia, por
ser o método molecular mais recorrente e amplamente empregado entre os artigos avaliados.
Diante disso, embora o método convencional continue sendo o padrdo regulatorio, a PCR se
mostra mais eficiente, rapida e precisa, especialmente para o monitoramento preventivo de
contaminagdes bacterianas. Sua aplicagdo rotineira pode contribuir para o fortalecimento da
vigilancia sanitaria e redu¢ao das doengas transmitidas por alimentos, representando um avango

significativo para o controle de qualidade microbioldgica na industria carnea.

Segundo R. Gordillo et al (2011), o seu estudo foi baseado na técnica de PCR
multiplex, no qual possibilitou a deteccdo de E. coli em aproximadamente 10 horas. Esse tempo
incluiu uma etapa otimizada de enriquecimento seletivo de 6 horas, que aumenta
significativamente a sensibilidade da analise. Métodos moleculares, como a PCR, destacam-se
por oferecer identificacdo rapida e precisa dos isolados, representando uma alternativa essencial
para o monitoramento microbiologico em alimentos. O estudo refor¢a que a PCR ¢ um método
rapido, confidvel e adequado para andlises de seguranga alimentar, permitindo a detecgdao
sensivel de E. coli em produtos carneos. A técnica contribui para triagens eficientes, garantindo

baixos niveis do patégeno e apoiando programas de controle.

Além disso, de acordo com W.H. Chin et al (2017), usando PCR também para a
deteccao de patdgenos, como a Salmonella spp., foi possivel demonstrar alta eficiéncia para
andlises rapidas em alimentos, reduzindo o tempo de reag@o para apenas 43 minutos, a técnica
se mostra adequada para aplicagdes industriais e regulatorias, atendendo a demanda por
métodos rapidos e multiplexados para triagem online ou in loco. Além disso, apresentou forte
concordancia com o método padrao ISO 6579, com acuracia relativa de 98,8%, sensibilidade

de 97,6% e especificidade de 100%.

Ao reduzir o tempo de obtengao de resultados de dias para horas, a PCR funciona
como um sistema de alerta rapido, permitindo intervengdes imediatas e eficazes na cadeia
produtiva. Essa agilidade fortalece as agdes de prevencao e controle, contribuindo diretamente

para a garantia da seguranga alimentar.
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No entanto, as técnicas moleculares demandam equipamentos de maior valor, como
termocicladores e sistemas de eletroforese, além de reagentes especificos e mao de obra
especializada (Myint et al, 2006; Zhang et al, 2015). O custo médio de implantacdo de um
laboratorio molecular pode ser de 3 a 5 vezes superior ao de um laboratorio convencional,
devido ao preco dos insumos € manutencao dos equipamentos. Ainda assim, estudos destacam
que o investimento inicial ¢ compensado pela reducdo do tempo de analise, economia de
reagentes ¢ maior eficiéncia operacional em médio a longo prazo (Fortuna et al, 2014;

Fernandes, 2016).

Tabela 3: A tabela demonstra a comparagao de resultados. Método Convencional VS. Método

Molecular (PCR).

Caracteristica Método Convencional Método Molecular
(PCR/qPCR)
Tempo total de analise 1 a5 dias 6 a 8 horas
Sensibilidade Moderada Alta
Especificidade Boa Muito alta
Custo operacional Baixo Médio a alto
Equipamentos Basicos: estufa, autoclave, Termociclador,
. A micropipetas,
necessarios vidrarias e outros. gel de eletroforese
Aplicabilidade legal Aceito por legislagoes Complementar, uso
crescente
(MAPA, ANVISA) em pesquisas
Deteccao de células nao Nao detecta Detecta
cultivaveis
Indicacao de uso Confirmag¢ao microbiologica| Triagem e monitoramento
rapido

Fonte: Autoria Propria, 2025.



Segundo Freitas E.IL. ef al (2006), a PCR garante rapidez seletividade e bom limite
de detecgdo, entretanto existem algumas varidveis quanto ao alto custo de investimentos
tecnologicos e necessidade de instrugdes padronizadas para a sua aplicagdo no laboratério.
Além disso, existe a possibilidade de um laboratorio voltado para analises microbiologicas que
deve incluir um espago organizado especificamente para suas diferentes fungdes, assim como
equipamentos especializados para a andlise em PCR. A capacitacdo de pessoal ¢ também
necessaria. A formagdo adequada dos profissionais ¢ indispensavel para assegurar a
confiabilidade dos resultados e o desempenho eficiente de técnicos e analistas. E necessario que
esses colaboradores recebam instrugdes sobre procedimentos analiticos, bem como sobre a

correta preparagao dos materiais e insumos utilizados para a analise laboratorial desse método.

Segundo Franco; Landgraf, (2008) a escolha da metodologia a ser adotada na
analise microbioldgica de qualquer produto deve seguir pardmetros como: tempo de andlise;
custo e precisdo; uso de métodos pelos 6rgaos oficiais e pela comunidade cientifica. Assim, o
principal objetivo € verificar a exatiddo dos dados obtidos, incluindo a garantia de boas praticas

laboratoriais para a analise microbioldgica.

Conclui-se que as técnicas moleculares (PCR) sdo métodos viaveis e eficientes para
0 monitoramento microbioldgico de produtos carneos, rapidos e sensiveis para deteccdo de
patdgenos como Salmonella spp. e E. coli, podendo complementar ou substituir o método
convencional em fiscalizagdes e rotinas laboratoriais, contribuindo para a prevengdo de
Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA’s). Contudo, a principal limitacdo € o custo dos
reagentes e a necessidade de equipamentos especificos, embora o avanco tecnoldgico tenha

tornado o método cada vez mais acessivel e aplicavel em laboratérios de rotina.

Diante disso, a integragdo entre métodos convencionais e moleculares constitui a
estratégia mais eficiente para a deteccdo de patogenos em alimentos. Enquanto os métodos
classicos garantem confiabilidade, padronizagdo e base legal, as técnicas moleculares agregam
rapidez e maior sensibilidade, possibilitando diagndsticos precoces e contribuindo para agdes
mais eficazes de prevengao de surtos de Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA’s). Assim,
o uso combinado dessas metodologias fortalece o sistema de vigilancia sanitaria e contribui
para uma producdo de alimentos mais segura, eficiente e alinhada aos avangos tecnoldgicos

atuais.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho, foi possivel realizar um levantamento das principais técnicas
utilizadas para deteccao de Salmonella spp. e Escherichia coli em alimentos e comparar
métodos convencionais e moleculares, evidenciando suas diferencgas, potencialidades e
limitagdes. O estudo de caso realizado com métodos convencionais demonstrou que todas as
amostras avaliadas se encontravam em conformidade com os padrdes microbiologicos
estabelecidos pela legislagdo vigente, apresentando auséncia de Salmonella spp. e valores
inferiores ao limite de quantificacdo para E. coli. O estudo mostrou que métodos convencionais
ainda sdo os mais empregados para avaliar a conformidade alimentar, refor¢cando a importancia
e a eficacia das técnicas classicas baseadas em cultivo, que continuam sendo o padrao

regulatorio devido a confiabilidade, baixo custo e capacidade de identificar células viaveis.

A andlise bibliografica revelou que os métodos moleculares, especialmente a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), apresentam vantagens significativas quanto a rapidez,
sensibilidade e especificidade. Apesar dos avangos, ainda hé a necessidade de padronizagao de
protocolos e de validagao internacional, sobretudo quando se busca implementar novas técnicas

de analise em diferentes matrizes alimentares, um processo que demanda tempo e custos.
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