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Resumo:

Alimentos podem provocar infec¢bes ou intoxicagcdes nos seus consumidores
pela presenca de bactérias patogénicas, como Salmonella sp e Staphylococcus aureus.
Por isso, é importante a verificagdo da sua qualidade, que pode ser afetada por varios
fatores. A qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos pode ser avaliada pelos
coliformes termotolerantes. Uma vez que a seguranca dos alimentos € uma questéo de
grande preocupacdo, o presente trabalho teve por objetivo avaliar as condi¢@es higiénico
sanitarias de amostras de sorvetes e sobremesas, comercializados na cidade de Botucatu,
por meio da determinagdo do ndmero mais provavel de coliformes termotolerantes,
enumeracdo e identificacdo de estafilococos coagulase positiva e verificacdo da
producdo de enterotoxinas classicas por cepas de S. aureus e também pela detec¢do da
presenca de Salmonella sp. Entre os sorvetes analisados, 56,3% estavam improprios
para 0 consumo e entre as sobremesas cremosas, a porcentagem de amostras improprias
foi de 33,3%. Staphylococcus coagulase positiva e Salmonella sp ndo foram
encontrados nas amostras. Verificou-se, entdo, uma inadequacdo na manipulacdo e/ou
condigBes de armazenagem em um ndmero consideravel de amostras, o que indica

necessidade de melhoria nas condicdes de preparo.
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Staphylococcus aureus; enterotoxinas.

Abstract:

Food poisoning can cause infection on its consumers by the presence of

pathogenic bacteria, such as Salmonella and Staphylococcus aureus. Therefore, it is



important to check its quality, which can be affected by many factors. The sanitary
quality of foods can be assessed by thermotolerant coliform. Since food safety is a
matter of great concern, this study aimed to evaluate the hygienic sanitary conditions of
samples of ice cream and desserts marketed in the city of Botucatu, by determining the
most probable number (MPN) of thermotolerant coliform, identification and
enumeration of coagulase positive staphylococci and verification of classical
enterotoxin production by strains of S. aureus and also for detecting the presence of
Salmonella sp. Among the ice cream analyzed, 56.3% were unfit for consumption and
between the creamy desserts, the percentage of unfit samples was 33.3%. Coagulase
positive Staphylococcus and Salmonella were not found in the samples. It is then an
inadequacy in handling and / or storage conditions in a considerable number of samples,

indicating need for improvement in the conditions of preparation.

Keywords:  microbiological quality, thermotolerant coliforms, Salmonella,
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Introducéo:

Os alimentos, na forma natural ou processados, podem veicular micro-
organismos patogénicos, provocando infeccGes ou intoxicagcdes nos consumidores,
sendo que sua qualidade pode ser afetada por varios fatores, como a qualidade das
matérias prima e o manuseio durante o preparo e o armazenamento (HANASHIRO et
al., 2005; SOUZA et al., 2005).

Sobremesas, por incluir em seu preparo, leite, natas ou creme de leite nédo
pasteurizados ou sem procedéncia, que podem estar contaminados, além de ovos crus,
podem ser veiculos de doencgas de origem alimentar, causados por bactérias ou suas
toxinas (ELEFTHERIADOU et al 2002).

Em muitos paises, a maioria dos surtos de origem alimentar registrados sao
atribuidos a salmonelose, provocada pela Salmonella sp (RABSCH et al., 2001). De
acordo com Scallan et al. (2011), 11% da estimativa de doencas de origem alimentar
nos Estados Unidos sdo devidas a essa bactéria, podendo causar hospitalizacdes e

mortes.



Bactérias do género Salmonella sdo bacilos gram negativos pertencentes a
familia Enterobacteriaceae. Infeccdes em humanos normalmente ocorrem pelo consumo
de alimentos, sobretudo os de origem animal, como carne, aves, ovos, produtos lacteos
e frutos do mar (TIRADO & SCHMIDT, 2001; YAN et al., 2003). A Salmonella, bem
como outras bactérias entéricas, ¢ transmitida pela via fecal oral (DOLEJSKA et al.,
2009) e é capaz de crescer em temperaturas entre 8°C a 45°C, em pH que pode variar de
4 a 9 e em atividade de agua maior que 0,94 (GUTHRIE, 1992). Os sintomas da
salmonelose envolvem diarréia, vomito, dor abdominal e febre. Qualquer pessoa pode
contrair salmonelose por meio de alimentos contaminados, porém a doenca é mais grave
em criangas, idosos e pessoas com o sistema inume debilitado (EL-GAZZAR &
MARTH, 1992).

De acordo com Acco et al. (2003), a terceira causa mais comum de doencgas de
origem alimentar no mundo é causada por Staphylococcus aureus. A intoxicagao
alimentar estafilocdcica € causada pela ingestdo de enterotoxinas pré formadas,
produzidas durante o crescimento da bactéria nos alimentos (SHIMIZU et al., 2000;
JABLONSKI e BOHACH, 2001).

As primeiras enterotoxinas, conhecidas como classicas, foram designadas de A a
E (SEA até SEE), sendo codificadas pelos genes sea até see respectivamente (DINGES
et al.,, 2000; BALABAN & RASOOLY, 2000; ALOUF & MULLER-ALOUF, 2003;
LETERTRE et al., 2003; MEMPEL et al., 2003;), sendo os tipos A e D, 0s mais
associados as intoxicag@es alimentares (PELISSER et al., 2009). As enterotoxinas sao
termoestaveis a 100°C/30 minutos, o que significa que sua atividade bioldgica
permanece inalterada mesmo ap0s a maioria dos processamentos térmicos dos
alimentos, sendo que elas também resistem a proteases gastrentestinais, como a pepsina
(PELISSER et al., 2009). Apesar da pasteurizagdo do leite eliminar células de S. aureus,
as enterotoxinas termoestaveis mantém sua atividade bioldgica, o que as torna
importantes na saude publica e setores alimentares (BECKER et al., 2007). Os
principais sintomas de intoxicacdo alimentar por Staphylococcus aureus sao 0s enjoos e
vomito, que ocorrem entre uma a seis horas pos a ingestdo do alimento contaminado,
podendo ocorrer também diarréia e cdélica abdominal (JABLONSKI & BOAHCH,
1997).

S. aureus habita frequentemente a nasofaringe do ser humano, podendo
facilmente contaminar as mdos do homem, e consequentemente, os alimentos, causando

a intoxicacdo alimentar estafilococica, desde que se tenha condi¢cdes adequadas de



tempo e temperatura (MURRAY et al., 2000). Dessa forma, o tratamento ndo adequado
dos alimentos deve ser considerado com um risco contaminacdo, ja que intoxicagdes
alimentares por S aureus frequentemente sdo associados com alimentos altamente
manipulados (CATTEAU, 1993).

Em funcdo dos riscos microbioldgicos a que estdo submetidos os alimentos,
mesmo levando-se em conta as técnicas de preservacdo disponiveis, a seguranga
microbioldgica dos alimentos oferecidos no mercado ainda é umas das grandes
preocupacdes de agéncias reguladoras de qualidade, de industrias de alimentos e,
sobretudo dos consumidores. Assim, 0 presente trabalho teve por objetivo avaliar as
condigdes higiénico sanitarias de amostras de sorvetes e sobremesas, comercializados
na cidade de Botucatu, através da determinacdo de coliformes fecais e da pesquisa de
patdgenos, como Salmonella sp e Staphylococcus aureus, pesquisando também a
producdo de enterotoxinas cléssicas pelas cepas de Staphylococcus aureus, j& que 0s

produtos analisados sdo a base de leite, matéria prima muito sujeita a contaminacao.

Material e métodos:

Foram analisadas 70 amostras de sorvetes e sobremesas de padarias,
lanchonetes, sorveterias, supermercados e bombonieres da cidade de Botucatu, SP,
coletadas no periodo de abril a agosto de 2012.

Para a analise, 25¢g de cada amostra foram pesados e homogeneizados em 225 ml
de &gua tamponada esterilizada, em sacos plasticos apropriados, os quais foram levados
ao Stomacher Lab Blender 400 por trinta segundos. A partir desta dilui¢do inicial de
10, foram preparadas varias diluicdes decimais, utilizando-se o mesmo diluente.

Para determinacdo do numero mais provavel (NMP) de coliformes
termotolerantes (CT), volumes de 1 ml de cada diluicdo da amostra foram inoculados
numa serie de trés tubos por diluicdo. Utilizou-se 10 ml de caldo Lauril e a incubacéo
foi realizada a 35°C/24-48 horas. Em seguida, para confirmacdo de CT, trés alcadas de
cada tubo positivo foram repicadas para o caldo EC e incubadas a 45°C/24 horas. A
leitura foi realizada e a partir da tabela do NMP e foram calculados os NMP de
CT/grama de amostra analisada (KORNACKI & JOHNSON, 2001).

Para enumeracdo dos estafilococos coagulase positiva, foi utilizado o método da
semeadura em superficie em &gar Baird-Parker, suplementado com telurito de potassio e

solucdo de gema de ovo. Apo6s incubacgdo a 35°C/48horas, foi realizada a contagem das



unidades formadoras de col6nias (UFC) caracteristicas. As colbnias suspeitas foram
isoladas em agar TSA e submetidas ao teste da catalase e da coagulase (LANCETTE &
BENNETT, 2001).

Para deteccdo da presenca de Salmonella sp, 25g de cada amostra foram pesados
e homogeneizados em 225 ml de agua peptonada tamponada, em sacos plasticos
apropriados, os quais foram levados ao Stomacher Lab Blender 400 por trinta segundos.
O homogeneizado foi transferido para um frasco esterilizado e incubado a 35°C/24
horas. Em seguida, 0,1ml foi transferido para o caldo Rapapport e 1 ml, para o caldo
Tetrationato, com incubacgdo a 42°C e 35 °C por 24 horas, respectivamente. Apds esse
periodo, uma alcada de cada tubo foi semeada em agar XLD e &gar SS, incubados a
35°C/24 horas. As coldnias caracteristicas foram isoladas em agar TSA e submetidas a
testes bioquimicos, como agar Triplice Acucar Ferro, Fenilalanina e decarboxila¢do da
Lisina. As cepas com o perfil de salmonela foram submetidas ao API 20 E (Biomeriéux)
e a sorotipagem somaética e flagelas (Probac), para confirmacdo de Salmonella sp
(ANDREWS et al, 2001).

Resultados e dicussao:

Foram analisadas 16 amostras de sorvetes e 54 de sobremesas, no toal de 70,
coletadas em padarias, lanchonetes, sorveterias, supermercados e bombonieres da
cidade de Botucatu, SP.

De acordo com resolucdo da ANVISA, os padrdes microbioldgicos para sorvetes
a base de leite exigem auséncia de Salmonella em 25 gramas e toleram até 5 x 10 MNP
de coliformes termotolerantes/g e até 5 x 10? UFC/g de estafilococos coagulase positiva.
Ocorreu a auséncia de Salmonella sp. e de quanto de S. aureus em todas as amostras
pesquisadas. J& com relacdo ao nimero mais provavel de CT, dentre os 16 sorvetes
analisados, 9 (56,3% ) das amostras estavam improprias para 0 consumo, sendo que 0s

respectivos valores dos mesmos encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1: Determinacdo do numero mais provavel de coliformes termotolerantes nas
amostras de sorvetes consideradas improprias ao consumo, coletadas em sorveterias, na
cidade de Botucatu, 2012,



Tipos de sorvete NMP/g CT

Merengue 4,6 x 10°
Brigadeiro 1,1 x 10°
Ninho trufado 4,6 x 10°
Banana 4,6 x 10°
Morango 9,3 x 10*
Chocolate >1,1x10°
Chocolate 1,1 x10°
Leite ninho >1,1x10°
Flocos 93

NMP/g CT: nimero mais provavel de coliformes termotolerantes por grama

Com relagdo as sobremesas cremosas com ou sem recheio, a RDC n°® 12 da
ANVISA (BRASIL, 2001) exige auséncia de Salmonella em 25 gramas e tolera até 10°
MNP de coliformes termotolerantes/g e até 5 x 10 UFC/g de estafilococos coagulase
positiva. A pesquisa por esses patdgenos nas sobremesas também resultou em auséncia
de ambos em todas as amostras, assim como nos sorvetes. Com relagdo ao niUmero mais
provavel de CT, dentre as 54 sobremesas analisadas, 18 (33,3%) das amostras estavam
improprias para o consumo e os respectivos valores de NMP/g determinados para tais
amostras encontram-se na Tabela 2.

Em estudo também realizado em Botucatu, Aragon-Alegro et al (2006)
observaram resultados semelhantes aos do presente trabalho, constatando que entre as
sobremesas analisadas, 36,5% das amostras estavam impréprias para 0 consumo e, entre
0s sorvetes, 25%, numero inferior ao do estudo atual. Ja com relagdo & enumeracdo de
Staphylococcus coagulase positiva, 0 estudo encontrou nimero superior, sendo este de
46,15% de amostras em desacordo com a lei entre as sobremesas e de 8,3% entre 0s

sorvetes, utilizando-se a mesma legislacao.

Tabela 2: Determinacdo do nimero mais provavel de coliformes termotolerantes nas
amostras de sobremesas consideradas improprias ao consumo, coletadas em docerias e
padarias, na cidade de Botucatu, 2012.



Sobremesa NMP/g CT

Torta de liméo 9,3 x 10"
Torta de liméo 1,1x10°
Torta de liméo 2,3x10*
Bomba recheada 1,1x10°
Bomba de trufa > 1,1 x 10°
Bomba de trufa >1,1x10°
Bomba recheada >1,1x10°
Bomba de chocolate 2,3x10*
Bomba de chocolate 4,3 x 10"
Bomba de chocolate 4,3 x 10°
Bomba de creme 2,4 x 10°
Bomba de creme 4,6 x 10°
Bomba de truta 4,6 x 10°
Bomba de truta 4,3 x 10°
Bomba de frutas 2,4 x 10°
Torta de morango 9,3 x 10*
Torta de morango 4,3 x 10*
Brigadeiro 9,3 x 10*

NMP/g CT: nimero mais provavel de coliformes termotolerantes por grama

Em um estudo realizado em Tripoli, na Libia, os resultados encontrados por El-
Sharef et al (2006), em acordo com a legislacdo daquele pais, foram inferiores ao do
presente estudo em relacdo ao NMP de CT, apresentando apenas 6% das amostras
analisadas improprias para 0 consumo. Quanto a presenca de Salmonella sp. e S. aureus,
os resultados divergiram, sendo que para o primeiro patégeno, 5% das amostras eram
positivas e para o segundo, a contaminagéo foi de 38%.

Kanbakan et al (2004), trabalhando com sorvetes vendidos em Denizli, Turquia,
observaram que 25% das amostras apresentam CT acima do limite permitido pela
legislacdo em vigor, enquanto Gundogan et al (2006), também analisando sorvetes na
Turquia, isolaram S. aureus em 16 amostras (26,6%).

Eleftheriadou et al (2002), trabalhando na republica do Chipre, analisaram 2.402
amostras de sobremesas, num periodo de 10 anos. Este estudo teve por resultado 3,2%

de amostras com altos indices de contaminacdo pela presenca de E. coli, 1,5% de



amostras positivas para Salmonella sp. e 6% de amostras com concentragdes de S.
aureus maiores que a permitida (10* UFC/g), revelando problemas significativos nas
praticas de higiene, controle de temperatura e utilizacdo de ingredientes crus, como
frutas e nozes mal lavadas, as quais podem ter contribuido para tal resultado.

Os resultados apresentados indicaram concentragcbes de coliformes
termotolerantes bastante acima do recomendado em numero significativo de amostras,
indicando condic¢des higiénico sanitarias deficientes no preparo e/ou manutencdo das
sobremesas e sorvetes, as quais podem resultar em risco a salde de seus consumidores.
Por isso se faz necessario melhoras nas condi¢Bes de fabricacdo dos alimentos, bem

como na higiene dos manipuladores.
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