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Anélise microbioldgica de doces confeitados, comercializados na cidade de
Pelotas, RS, Brasil.

RESUMO

A contaminacdo microbiana dos alimentos € um dos principais problemas de
saude publica atualmente. Quando se considera a qualidade microbiologica de
alimentos, frequentemente se utiliza a pesquisa de microrganismos indicadores que,
quando presentes, podem fornecer informacdes sobre o nivel de sua contaminagéo
e as condicbes higiénico-sanitarias durante o processamento, producdo ou
armazenamento. As praticas de manipulacdo seguras dos alimentos sdo 0s mais
provaveis meios para preservar os padrdes de qualidade dos produtos, além de
permitir que se usufrua mais dos seus beneficios nutricionais. Este trabalho teve o
objetivo de avaliar as condi¢des higiénico-sanitérias dos doces comercializados em
docerias e feiras livres, na cidade de Pelotas, através da pesquisa de bactérias
indicadoras e patogénicas como Staphylococcus coagulase positivo, Coliformes
termotolerantes com identificacdo de Escherichia coli, Salmonella € Bacillus cereus. OS
resultados demonstraram que das 60 amostras analisadas, 18 (30%) estavam
contaminadas por Coliformes termotolerantes com presencga de E. coli em 17 (94%)
destas, Bacillus cereus esteve presente com niveis acima do permitido em 11 (18%)
amostras, e Staphylococcus coagulase positiva em 8 (13%). A presenca de Salmonella
spp foi constatada em uma (2%) amostra. Concluiu-se que , é indispensavel uma
vigilancia sanitaria mais severa para diminuir a contaminacao dos doces, tornando-o
seguro ao consumidor.

Palavras-chaves: Bactérias, Staphylococcus coagulase positiva, Bacillus cereus,
Salmonella, Escherichia coli, Contaminacéo de Alimentos, Docerias.



Abstract

GOMES, Melina da Silva Mesquita. Microbiological analysis of confectionery

sweets sold at the city of Pelotas, RS.

The microbiological contamination of food is one of the main public health
problems today. When we consider food’s microbiological quality, researches of
indicator microorganisms that, when present, can provide information about the
contamination level and hygienic-sanitary conditions during the processing,
production and storage are often used. The safe manipulation practices of food are
the most probable means to preserve the quality standards of the products, thus
allowing a better use of the nutritional benefits. The objective of this work is to
evaluate the hygienic-sanitary conditions of confectionery sweets sold on sweet
markets and free markets, at the city of Pelotas, through the research of bacteria
such as: Coagulase-positive Staphylococcus, heat tolerant coliforms with the
identification of Escherichia coli, Salmonella and Bacillus cereus. The results showed that
from 60 samples analyzed, 18 (30%) was contaminated by thermo tolerant coliforms
with the presence of Escherichia coli in 17 (94%) of those, Bacillus cereus above the
allowed level in 11 (18%) samples, and coagulase positive Staphylococcus in 8 (13%).
The presence of Saimonella Spp was verified in one (2%) sample. It was concluded
that is indispensable a more severe sanitary vigilance to lower the sweet’'s
contamination, becoming healthy and secure for the consumer.

Key words: Bacteria, Coagulase-positive Staphylococcus, Bacillus cereus, Salmonella,
Escherichia coli, Food Contamination, Sweet Market.
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1. INTRODUCAO

A partir do momento em que o homem comecgou a elaborar seu proprio
alimento, além das preocupag¢des com o sabor dos mesmos, também se preocupou
com as doencgas por eles veiculadas. Doencas Veiculadas por Alimentos (DVAS) ou
Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAsS) sao termos utilizados para designar
enfermidades causadas pela ingestdo de microrganismos viaveis (infeccdo) ou
toxinas por eles produzidas (intoxicagcdo) em quantidades suficientes para o
desenvolvimento de quadro patoldgico (ANVISA, 2001). As DVAs representam um
importante problema de saulde publica, pois se estima que atinjam milhdes de
pessoas no mundo, sendo que a maioria dos casos esta ligada as condi¢cdes da
matéria prima utilizada no preparo, aos maus habitos de higiene dos manipuladores,
a higienizacdo e controle sanitdrio do ambiente em que séo preparados (NOLLA,;
CANTOS, 2005).

O preparo e comércio dos alimentos por ambulantes nas ruas das cidades &
um fendbmeno de ocorréncia mundial e tem especial importancia nos paises em
desenvolvimento, onde constitui uma atividade econdmica alternativa para 0s
desempregados (ARAMBULO et al.,1994). Em contraponto, este tipo de comércio
pode constituir um risco a saude da populagdo, pois os alimentos podem ser
facilmente contaminados com microrganismos patogénicos (SILVA JR., 1995).

Alimentos comercializados em lanchonetes, quiosques ou por vendedores
ambulantes sdo considerados propicios a contaminacdo microbiolégica,
constituindo-se em risco a saude da populacdo devido a condi¢gbes inadequadas de
manuseio, preparo e falta de conhecimento técnico, além da auséncia de
fiscalizacdo sanitaria efetiva (NASCIMENTO et al., 2003, RODRIGUES et al., 2001).
Os alimentos obtidos por processos artesanais tém grande possibilidade de se
apresentarem contaminados, devido ao uso de matérias-primas de fontes néo
seguras, utensilios mal higienizados e contaminados, elaboracdo e manuseio em
condicdes impréprias, e ainda o armazenamento e comercializacdo em temperatura
inadequada, que sao fatores que contribuirdo para aumentar o risco de causarem

7

enfermidades (DUARTE et al., 2005). Desta forma, € importante conhecer as
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variaveis que podem comprometer a qualidade e seguranca alimentar (GOES et al.,
2001; NASCIMENTO, et al., 2003; RODRIGUES et al., 2001).

Quando se considera a qualidade microbiolégica de alimentos,
frequentemente se utiliza a pesquisa de microrganismos indicadores que, quando
presentes em um alimento, podem fornecer informacdes sobre o nivel de sua
contaminacdo e as condi¢cdes higiénico-sanitdrias durante o0 processamento,
produgdo ou armazenamento aos quais esses alimentos foram submetidos
(ANVISA, 2001).



2 OBJETIVOS

Verificar a ocorréncia de Coliformes termotolerantes e identificacao de
Escherichia coli, Staphylococcus coagulase positiva, Bacillus cereus €
Salmonella spp., em doces confeitados comercializados em docerias e
feiras livres na cidade de Pelotas, RS, Brasil.

Determinar, nas amostras positivas, se a carga bacteriana indica

alimento improprio para 0 consumo.



3 JUSTIFICATIVA

Devido ao fato de Pelotas ser popularmente conhecida como a Cidade
Nacional do Doce, a andlise microbioldgica destes alimentos é fundamental para se
conhecer as condi¢des de higiene nas quais sao preparados e vendidos, bem como
a capacidade destes alimentos veicularem microrganismos potencialmente

patogénicos.



4 REVISAO DE LITERATURA

A humanidade, desde seu passado mais remoto, tem se preocupado com 0s
fatores que afetam sua qualidade de vida e sua saude. Alimento, abrigo e fonte de
renda constituem o0s recursos basicos para a salude e encontram-se na base da
hierarquia de necessidades do homem (GERMANO, 2003). A saude é um direito
inalienavel de todo cidaddo, mas para que isso ocorra é fundamental que o0s
alimentos sejam produzidos em quantidade e com qualidade apropriadas ao
equilibrio organico, o qual representa um fator de resisténcia as doencas
(GERMANO; GERMANO, 2003).

Alimento seguro € aquele que, além de apresentar as propriedades
nutricionais esperadas pelo consumidor, ndo lhe causa danos a saude e néo lhe tira
0 prazer que o alimento deve lhe oferecer. Pressupde-se, portanto, auséncia de
contaminagcdes que possam afetar a salude dos consumidores (GERMANO, 2003).
Apesar das industrias e 6rgaos reguladores trabalharem pela producéo e sistemas
de processamentos que garantam que todos os alimentos sejam seguros e
saudaveis, a isencado completa de riscos € um objetivo inatingivel. A seguranca e a
saude estao relacionadas a niveis de risco que a sociedade considera razoaveis em

comparagao com outros riscos da vida cotidiana (FORSYTHE, 2002).

4.1 Qualidade e seguranca alimentar

O fator seguranca alimentar cada vez mais se torna uma questdo basica nas
decis@es estratégicas. A seguranca alimentar € fundamental para o desenvolvimento
de sistemas que promovem a saude do consumidor. Além de atender as exigéncias
legais também garantem a qualidade do alimento (PIRAGINE, 2005). Porém, a
dificuldade em produzir um alimento seguro baseia-se no fato de que a populacéo
de consumidores é bastante diversificada, com varios graus de sensibilidade e estilo
de vida (FORSYTHE, 2002). Para as pessoas, a palavra higiene significa limpeza.
Se algo parece limpo entdo pensam que também € higiénico. A definicdo para
higiene alimentar € a destrui¢do total ou parcial de microrganismos prejudiciais do
alimento por meio de aguecimento e outras praticas (PIRAGINE, 2005).
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Entende-se por toxinfecgdo alimentar as doengas microbianas de origem
alimentar, que podem ser subdivididas em duas grandes categorias: intoxicagcéo
alimentar, causada pela presenca de uma toxina bacteriana formada no alimento, e,
infeccdo alimentar, causada pela entrada de bactéria no organismo através da
ingestao de alimentos contaminados e consequente reacao organica pela presenca
de bactérias ou de seus metabdlitos (FRAZIER; WESTHOFF, 1993).

Foi no inicio do século XX que as bactérias foram reconhecidas como
agentes de toxinfec¢des alimentares e de outras doencas de origem alimentar
(HOBBS; ROBERTS, 1993). Existe um grande numero de fatores que contribuem
para tornar um alimento inseguro, causando toxinfecgbes aquelas pessoas que 0s
ingerem (FORSYTHE, 2002). Os sintomas apresentados pelas gastroenterites séo
diarréia, nauseas, vomitos ou febre, sendo que algumas pessoas podem nao
reconhecer essas enfermidades como causadas por bactérias ou outros patégenos
em alimentos. Cabe ressaltar que a diarréia constitui a maior causa de morbidade e
mortalidade em recém-nascidos e criangcas de até cinco anos (SIQUEIRA et al.,
2006).

Preparar alimentos dentro de padrdes higiénicos satisfatérios é uma das
condicbes essenciais para promover e manter a saude, sendo que a deficiéncia
nesse controle pode resultar a ocorréncia de surtos de DVA's (OLIVEIRA; SILVA,
2003).

Carvalho (2005),considera os alimentos contaminados por bactérias
patogénicas indesejaveis sob o aspecto de saude publica, visto que estes
representam risco a saude do consumidor, especialmente em populacdes
debilitadas. Segundo Jay (2005), os cinco fatores mais freqiientemente envolvidos
em surtos de toxinfec¢cOes alimentares séo refrigeragcdo inadequada, alimentos
preparados com muita antecedéncia, manipuladores infectados com hébitos de
higiene pessoal deficientes, cozimento ou processamento inadequado e a
manutencéo de alimentos sob aquecimento em temperaturas nao seguras.

Embora as estatisticas brasileiras sejam precérias, acredita-se que a
incidéncia de DTAs em nosso pais seja bastante elevada. Mesmo em paises
desenvolvidos, nos quais 0 abastecimento de alimentos € considerado seguro do
ponto de vista de higiene e saude publica, a ocorréncia de doencas desta natureza é
significativa e vem aumentando, apesar dos avancos tecnoldgicos nas areas de
producéo e controle de alimentos (FRANCO; LANDGRAF, 2006).
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A andlise microbiologica dos alimentos para se verificar a presenca de
microrganismos € fundamental para se conhecer as condi¢Bes de higiene nas quais
estes alimentos foram preparados (BRUM, 2001), visto que a maior parte das
intoxicagOes alimentares resulta de manuseio inadequado dos alimentos (PANETTA,
1998).

4.2 Manipuladores de alimentos

Entende-se por manipulador de alimentos, qualquer pessoal do servico de
alimentagdo que entra em contato direto ou indireto com o alimento desde a fonte
até o consumidor (BRASIL, 2004). E importante ressaltar que certas condi¢bes de
saude podem determinar que as pessoas se tornem desqualificadas,
permanentemente, para exercerem o trabalho de manipuladores (OLIVEIRA et al.,
2003).

As préticas de manipulacdo segura dos alimentos sdo 0s mais provaveis
meios para preservar os padrdes de qualidade dos produtos, além de permitir que se
usufrua mais dos seus beneficios nutricionais (FIGUEIREDO, 2002). A higiene
pessoal dos manipuladores, a higiene do ambiente de trabalho e dos utensilios
utilizados para o preparo dos alimentos, séo itens imprescindiveis para obtencéo de
uma alimentagéo sem contaminacéo e de boa qualidade (BRASIL, 1997).

E recomendado ao manipulador que néo trabalhe na area de manipulacio
de alimentos se apresentarem diarréia, doencas infecto-contagiosas, feridas ou
inflamacdes na pele que possam contaminar o ambiente ou outros manipuladores.
Devem observar cuidados especiais com as maos porque representa uma grande
fonte de contaminagao dos alimentos, as unhas devem ser mantidas curtas, limpas e
sem qualquer tipo de esmalte. Deve lavar bem com 4gua e sabdo neutro, desinfetar
as maos e os bracos até a altura dos cotovelos, antes do inicio dos trabalhos, e toda
vez que mudar de atividade durante o trabalho, imediatamente apdés o uso do
banheiro, se fumar, manipular lixo ou restos de alimentos e todas as vezes que for
necessario (BRAGANCA, 2001). Os cabelos devem ser mantidos limpos e
penteados sempre. Utilizar uma protecao adequada seja touca ou rede, de modo a
cobrir inteiramente os cabelos e evitar sua queda sobre os alimentos. No caso de
bigode e barba é preciso ter cuidado, para evitar que sirvam de fonte de
contaminacao dos alimentos, sendo melhor ndo apresenta-los (BRAGANCA, 2001).
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A microbiota das maos e roupas pode ser oriunda do solo, agua, poeira e
outros ambientes. Outras fontes importantes sdo as fossas nasais, a boca e a pele.
Em condicbes muito precérias de higiene, o0s microrganismos do trato
gastrointestinal também podem contaminar as maos dos manipuladores e,
consequentemente, os alimentos por eles preparados (FRANCO; LANDGRAF,
2006). Nao se deve manipular dinheiro e alimentos simultaneamente, porque o
dinheiro € um elemento contaminante. Se for inevitavel, deverd lavar as maos antes
de voltar a manipular os alimentos (BRAGANGCA, 2001).

A Organizacdo Mundial de Saude relata que 60% das doencas de origem
alimentar sdo provocadas por microrganismos, 0s quais o manipulador € o principal
veiculo de transmissdo (SILVA JR, 1995). De fato, eles exercem uma funcéo
importante na seguranca alimentar por poderem introduzir patégenos nos alimentos
durante a producgdo, processamento, distribuicdo e o preparo. A presenca de
microrganismo patogénico nas maos representa grande importancia epidemioldgica,
devido a possibilidade de transferéncia cruzada para os alimentos (NAVARRO,
2000). CURTIS (2000) encontraram E. coli nas maos de 21,9% dos manipuladores de
um restaurante em Caracas, Venezuela. JA no estudo realizado por CARDOSO
(1999), foi encontrada uma porcentagem superior de E. coli (97,3%) em maos de
manipuladores de restaurantes da Bahia.

O aumento do numero de ambulantes que comercializam alimentos
proporciona condi¢cdes favoraveis para o aumento do risco de intoxicacdes
alimentares, partindo do pressuposto que as condi¢des de higiene e manipulacéo
dos alimentos possam ser deficientes (SOTO et al., 2008).

4.3 Alimentos artesanais

Alimentos artesanais sdo aqueles que mantém as caracteristicas
tradicionais, culturais ou regionais: seja nos processos de elaboracédo de alimentos
gue se transmitem de geracdo em geracao, conforme a tradi¢cdo cultural, ou que
utilizam matérias primas produzidas na regido.A origem da tradicdo doceira em
Pelotas remonta o ciclo do charque, que foi um periodo dos mais prodigos na
historia rio-grandense. Foram os novos bardes, a elite de emergentes da época, que
trouxeram o0s costumes dos parentes lusitanos e dos senhores de engenho do

nordeste (MAGALHAES, 2001). Com o fim das charqueadas e com a chegada dos
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imigrantes alemaes, italianos e franceses em meados do século XIX, novas etnias
passaram a conviver no mesmo espago possibilitando a troca de costumes e
tecnologias. E nessa época que se intensifica o plantio de frutas de clima temperado
como péssego, maga, figo, marmelo e pouco depois a utilizagdo dessas frutas na
forma de compotas, doces de massa, passas e cristalizados (MAGALHAES, 2001).

As tradicionais receitas de doces trazidas por esses imigrantes foram
aperfeicoadas, através dos tempos, pelos seus descendentes. Cada familia
inventava a sua receita, adicionando uma pitada do gosto pessoal, uma colher de
produtos locais. Assim foram criadas essas maravilhas, segredos guardados a sete
chaves pelas familias doceiras. Essa mistura cultural fez com que Pelotas seja
conhecida como a Capital Nacional do Doce (PREFEITURA MUNICIPAL DE
PELOTAS, 2001 apud CANEVER, 2004).

Na Producdo de alimentos artesanais, destacam-se os doces, biscoitos,
suspiro, cequilho, raiva, rosquinha, bem casado, queijos, rapaduras temperadas,
castanha de caju, licores e lambedores.

Os doces artesanais de Pelotas séo integrantes do patrimonio cultural do
Estado devido a aprovacdo do projeto de Lei 201/2003, de autoria da deputada
estadual Leila Fetter (PP), este projeto foi sancionado pelo governador Germano
Rigotto tornando-se a Lei n 11.919 (FETTER, 2003).

O segmento doceiro artesanal de Pelotas (composto pelas fabricas
artesanais, docerias e confeitarias) responde por um faturamento anual estimado em
R$ 7 milhdes, sendo que as vendas ocorrem principalmente no mercado local (40%),
nas demais regides do estado (40%) e nos estados de Santa Catarina, Parana, Séo
Paulo, etc, (20%). Estima-se um comércio mensal de 150.000 unidades de doces. A
demanda de mao-de-obra nos periodos de pico alcanga cerca de cinco mil pessoas
ao longo de toda a cadeia (RIO GRANDE DO SUL, 2000).

4.4 Microrganismos indicadores de contaminacao

O termo indicador pode ser aplicado a qualquer grupo taxondémico,
fisioldgico ou ecoldgico de microrganismos, cuja presenca ou auséncia proporciona
uma evidencia indireta referente a uma caracteristica particular do histérico da

amostra, como contaminacao fecal (FORSYTHE, 2002).
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4.4.1 Coliformes Termotolerantes

Coliformes sdo grupos ou espécies de microrganismos que, quando
presentes em um alimento, podem fornecer informagdes sobre a ocorréncia de
contaminacdo de origem fecal, sobre a provavel presenca de patdégenos, além de
poderem indicar condi¢cdes sanitarias inadequadas durante o processamento,
producéo ou armazenamento (FRANCO; LANDGRAF, 2006)

Sdo bactérias definidas como bastonetes Gram-negativos, aerdbicos ou
anaeroObicos facultativos, ndo formadores de esporos, que fermentam lactose e
formam gas em 48 horas apés terem sido colocados em caldo lactosado a 35°C
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). O grupo inclui cerca de quatro géneros:
Escherichia, Enterobacter, Klebsiella € Citrobacter, 0S quais fazem parte da microbiota
gastrointestinal de humanos e outros animais de sangue quente. O género Escherichia
€ representado apenas por Escherichia coli, a qual indica contaminagcdo fecal,
enquanto os demais géneros possuem origem nao fecal. Por esse motivo, a
presenca de coliformes termotolerantes em alimentos é menos representativa, como
indicacdo de contaminacao fecal, do que a enumeragéo direta de E. coli. Por essa
razdo, sua presenca em alimentos processados € considerada uma indicagdo util de
contaminacdo pdés-sanitizacdo ou pds-processo, evidenciando praticas inadequadas
de alimentos (SILVA JR, 1995).

4.5 Microrganismos patogénicos

Os microorganismos que podem causar as doencgas veiculadas por
alimentos sdo denominados patogénicos e podem afetar tanto o homem quanto os
animais (FIGUEIREDO, 2002). As caracteristicas das doencas que esses
microrganismos causam dependem de uma série de fatores inerentes ao alimento,
ao microrganismo patogénico em questdo e ao individuo a ser afetado. Estes podem
chegar até o alimento por inimeras vias, sempre refletindo condi¢des precéarias de
higiene durante producdo, armazenamento, distribuicdo ou manuseio em nivel
doméstico (FRANCO; LANDGRAF, 2006).
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Microrganismos patogénicos, como Salmonella, S80 motivos de preocupacéo
por parte de 6rgdos responsaveis pela qualidade dos alimentos e seguranca dos
consumidores. Em 1996 em Brasilia, um surto de salmonelose foi investigado por
Oliveira e INHAN al. (1998), confirmando que um bolo ingerido durante uma festa
havia sido o responséavel pela enfermidade, em funcdo da contaminagdo existente
no glacé, elaborado com ovos crus. Segundo Granada et al. (2003), no Estado de
Sé&o Paulo, foi realizado um levantamento dos surtos de enfermidades transmitidas
por alimentos, no periodo de 1994 a 1998, sendo constatado que 0s principais
alimentos envolvidos eram: carnes e derivados, aves e derivados, peixes e
derivados, produtos de confeitaria, pratos prontos para consumo, leite e derivados,
amilaceos e outros (ndo enquadrados nas classes anteriores). Também foi verificado
que os patdégenos mais freqientes foram: Estafilococos coagulase positiva (43,7%),
Salmonella spp. (33,5%) e Bacillus cereus (16,2%).

4.5.1 Escherichia coli

Durante a maior parte do século XX, a industria de alimentos considerou a
contaminacdo por E. coli, meramente, como um problema relacionado a praticas
insatisfatorias de higiene. Na atualidade, dentre os agentes de doencas transmitidas
por alimentos, E. coli passou a merecer especial atencdo da industria de produtos
alimenticios, das autoridades de saude e, também, da propria sociedade, todos
preocupados com suas graves consequéncias (GERMANO; GERMANO, 2003), ja
gue foi encontrada em diversos alimentos: queijo (LOGUERCIO; ALEIXO, 2001),
quindim (ROLL; 2002), produtos carneos (SILVA; SOUZA, SOUZA 2004), leite cru e
pasteurizado (CATAO; CEBALLOS, 2001).

A E. coli € uma enterobactéria Gram-negativa, nao esporogénica. N&o
apresenta termoresisténcia, sendo destruida a 60°C, em poucos segundos, mas
capaz de resistir por longo tempo em temperaturas de refrigeracdo (GERMANO;
GERMANO, 2003). Metaboliza uma ampla variedade de substancias como
carboidratos, proteinas, aminoacidos, lipideos e acidos organicos. Produz catalase,
utiliza glicose, amonia e nitrogénio como fontes de carbono (BRASIL, 2001).

O principal habitat de E. coli € 0 trato intestinal dos humanos e de outros
animais de sangue quente. A maioria dos sorogrupos de E. coli faz parte da flora
comensal do intestino dos mamiferos. No entanto, certos sorotipos sao patogénicos
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para o0 homem e para outros animais e estes ndo sdo considerados como fazendo
parte da flora intestinal normal (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

O periodo de incubacédo das gastroenterites por E. coli € de 12 horas a trés
dias e os sintomas consistem principalmente em diarréia, algumas vezes com
presenca de sangue e muco nas fezes (HOBBS; ROBERTS, 1993).

4.5.2 Bacillus cereus

O Bacillus cereus € um bacilo Gram-positivo, formador de endoesporos, e
geralmente considerado inofensivo. Contudo, ele foi intensificado como causa de
surtos de DVAs (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). Foi isolado de uma variedade
de alimentos, sendo que a frequéncia de intoxicagdo alimentar causada por este
microrganismo, aumentou nos ultimos anos (KONEMAN et al., 2001). No Brasil, B.
cereus tem sido isolado de varios tipos de alimentos, tais como: queijos, farinhas,
amidos, cereais (BRUM, 2001), alimentos desidratados e carne moida, (FRANCO;
LANDGRAF, 2006). Sua presenca em um alimento em quantidade superior a 10°
organismos por grama € um indicio de multiplicacdo do agente e constitui um fator
de elevado risco a saude (GERMANO; GERMANO, 2003).

Existem dois tipos reconhecidos de toxinfec¢gbes alimentares causadas por
este patdgeno: o diarréico e o emético. Ambos sdo autolimitantes, e a recuperacéo
ocorre dentro de 24 horas. Os sintomas da intoxicacéo diarréica sao diarréia aquosa,
dores abdominais, nauseas e raramente vOmitos, enquanto 0s sintomas da
intoxicacdo emeética sdo nauseas, vomitos e dores abdominais com possibilidade de
diarréia (FORSYTHE, 2002).

O controle de B. cereus em alimentos fundamenta-se na prevencgado de seu
desenvolvimento, uma vez que é dificil, sendo impossivel, impedir-se por completo a
sua presenca nas matérias-primas. Nestas condi¢bes, é fundamental que, nos
alimentos preparados e prontos para o consumo, a multiplicacdo intensa da bactéria
seja inibida, quer pela refrigeracdo adequada ou pela manutengdo dos alimentos em
temperaturas acima de 55°C (GERMANO; GERMANO, 2001 apud SOTO et al,.
2005).
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4.5.3 Staphylococcus coagulase positiva

As bactérias do género Staphylococcus S840 cocos Gram-positivos, iméveis e
nao formadoras de esporos (SILVA; GANDRA, 2004). Existem no ar, na poeira, no
esgoto, na agua, no leite e nos alimentos como: pizza (BLUME, 2007), rapadura
(BLUME; RIBEIRO 2007), doce de ninho (ROLL, 2002); (ARAUJO et al., 2004),
queijo (ASSUMPCAO et al., 2003), ou equipamentos de processamento de alimento,
nos seres humanos e nos animais, sendo ambos 0s principais reservatérios. Estao
presentes nas vias nasais e na garganta, além do cabelo e pele de 50% ou mais dos
individuos saudaveis (FORSYTHE, 2002), sendo assim a manipulagdo do alimento
pelo homem ja indica uma provavel fonte de contaminagdo (FRANCO; LANDGRAF,
2006).

Uma das principais causas de gastroenterites € a intoxicacdo estafilocécica,
causada pela ingestdo de uma enterotoxina produzida por algumas cepas deste
microrganismo (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). Portanto, o agente causal ndo €
a bactéria, mas sim varias toxinas produzidas pela mesma (FRANCO; LANDGRAF,
2006).

A presenca de Staphylococcus coagulase positiva em alimentos processados é
interpretada como indicativa de contaminagcéo pelos manipuladores, bem como de
limpeza e sanificacdo inadequadas de superficies e de utensilios, materiais e
equipamentos (ICMSF, 1985). A coagulase é uma enzima extracelular que coagula o
plasma sanguineo e que é muito utilizada na rotina de testes para identificacdo do
microrganismo em laboratério. Por conta das semelhancas entre as espécies de
Staphylococcus spp. houve uma mudanca na legislacdo brasileira, que passou a
estabelecer a pesquisa e enumeragdo de Staphylococcus coagulase positiva ao invés
da enumeracgdao de S. aureus (SILVA, SOUZA e SOUZA, 2004).

A dose toxica minima de enterotoxina, capaz de provocar a manifestacdo
clinica da intoxicagdo estafilococica € inferior a 1,0 mg (GERMANO; GERMANO,
2003). A doenca geralmente dura 2 ou 3 dias (FORSYTHE, 2002), os sintomas que
aparecem dentro de 1-6 horas ap6s a ingestdo do alimento, sao caracterizados por
nauseas, vomito, espasmo abdominal e diarréia. A intoxicacdo estafilocécica pode
ser fatal em recém-nascidos e pessoas idosas (RADDI, LEITE e MENDONGCA,
1988).
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Os staphylococcus spp. podem ser destruidos pelo calor, sendo mais eficiente
uma temperatura ndo muito alta (65°C) por um tempo longo (30"), porém a toxina por
eles formada é termorresistente (RIEDEL, 2005), ndo podendo ser inativada por
regimes de coccédo padrdo. Por isso, evitando a contaminagdo do alimento pelo
microrganismo e mantendo-o a baixas temperaturas, a carga microbiana pode ser
limitada (FORSYTHE, 2002).

4.5.4 Salmonella spp.

Séao bastonetes Gram-negativos, anaerobicos facultativos e ndo formadores
de esporos. Amplamente distribuidos pela natureza, tendo seu habitat normal o trato
intestinal de seres humanos e de animais de sangue quente (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2005). saimonella spp. sdo bastantes resistentes ao calor, a desidratacdo e se
multiplicam em baixas temperaturas. Dai a sua grande importancia na presenca de
alimentos manipulados (RIEDEL, 2005): doces (ARAUJO, 2003), ovos (OLIVEIRA,
2003).

As infec¢Bes causadas por Salmonella spp., familia Enterobacteriaceae, sdo
consideradas na atualidade como as mais importantes causas de DTAs
(GERMANO; GERMANO, 2003). A salmonella spp. € um dos microrganismos mais
envolvidos em casos e surtos de doencas de origem alimentar em diversos paises,
inclusive o Brasil, embora muitos casos n&do sejam notificados (SIQUEIRA et al.,
2006). A sua patogenicidade varia de acordo com o tipo soroldgico, idade e
condicdes de saude do hospedeiro.

Todas as espécies Salmonella S80 consideradas patogénicas em algum grau
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). As doencas causadas costumam ser divididas
em: febre tiféide, febre entérica e enterocolite ou salmonelose e o0s sintomas
aparecem em média, 12 a 36 horas ap6s o contato com o microrganismo, durando
entre um a quatro dias e tendo como caracteristicas diarréia, febre, dores
abdominais e vomitos (BLUME, 2007).



5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Coleta e procedimentos das analises

As amostras de doces foram obtidas em duas feiras livres e duas docerias,
sorteadas aleatoriamente, do centro da cidade de Pelotas-RS e transportadas na
prépria embalagem para o laboratério de Bacteriologia, do Departamento de
Microbiologia e Parasitologia (DEMP), do Instituto de Biologia da Universidade
Federal de Pelotas (UFPeL), onde foram feitas as analises microbioldgicas. Foram
analisados doces dos tipos Panelinha de coco com ovos, Beijo de aleméo e
Trouxinha de chocolate, oriundos de quatro locais diferentes, com cinco repeti¢des,
totalizando um namero de 60 amostras.

Para todas as analises foi usada a metodologia baseada em Silva; Junqueira
e Silveira (1997) onde determina pesar 25g de cada amostra e homogeneiza-la com
225 mL de agua peptonada 0,1% e a partir disso realizar diluicbes decimais seriadas
para determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de bactérias por grama de
alimento, para verificagdo e identificagdo de Staphylococcus coagulase positiva,
Coliformes totais e termotolerantes e Escherichia coli.

Para identificagdo de Salmonella e Bacillus cereus a homogeneizagdo da
amostra foi feita em 225 mL de Caldo Lactosado (CL) e 450 mL de agua peptona
0,1% respectivamente.

Antes das analises, foi feita desinfec¢do da bancada com alcool 70% e todas

as vidrarias estavam estéreis.

5.2 Isolamento e identificacdo de Staphylococcus coagulase positiva

Para contagem de Staphylococcus spp. foi utilizado o método NUmero mais
provavel (NMP) recomendado para alimentos naturais e ndo processados, com
pouco crescimento de Staphylococcus Spp. € altas contagens de microrganismos
competidores.

Inoculou-se por¢cbes de 1ml de cada diluicdo, em uma série de trés tubos
contendo 10ml de Caldo Tryptic Soy Broth (TSB), acrescentado 10% de Cloreto de
Saédio (NaCl). Incubou-se os tubos a 36°C/48h e observou-se o crescimento

bacteriano.
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Para confirmagdo, semeou-se uma alcada da cultura de cada tubo positivo,
tubos turvos indicando crescimento bacteriano, em placas de Agar Baird-Parker (BP)
e incubou-se a 36°C/48h. Verificou-se a presenca, de colbnias tipicas destes
microrganismos: circulares, pretas, pequenas, lisas, convexas, com bordas perfeitas,
rodeadas por uma zona opaca ou halo transparente se estendendo para além da
zona opaca (Fig. 1). No caso de auséncia dessas caracteristicas tipicas, ndo se
considera a coldnia como Staphylococcus € sim de algum outro microrganismo.

Apés a confirmacdo das colbnias tipicas, selecionou-se uma ou mais
coldnias de cada placa, semeou-se em tubos de Agar Nutriente (AN) e incubou-se a
36°C/24h, para realizacdo de coloragdo de Gram e posteriormente a realizacdo da
prova de coagulase.

Figura 1- Placa de Agar Baird Parcker apresentando col6nias negras com
halo transparente, caracteristicas de Staphylococcus Spp.

O teste de coagulase (Fig.2) foi feito através da transferéncia do indculo,
pelo método de disperséo, para um tubo contendo 2 mL de Caldo Infusdo Cérebro
Coracéo (BHI) e incubou-se a 36°C/24h. Retirou-se 1,8 mL do in6culo e adicionou-
se 0,2 mL de coagu-plasma® misturando com movimentos de rotacdo, sem agitar
para né&o interferir na coagulacéo. Incubou-se novamente a 35°C e a cada hora
verificou-se se houve formacéo de coagulo, em um periodo de 6 horas.
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Figura 2 - Teste de coagulase livre positivo para confirmag¢ao de Staphylococcus
spp.
Anotou-se o0 numero de tubos de TSB-NaCl confirmados pela coagulase e
determinou-se o NMP/g de produto, analisado através da tabela de Hoshinks.

5.3 Isolamento e identificacdo de Coliformes termotolerantes

De cada diluicdo citada no item 5.1, retirou-se um mL e colocou-se em tubos
contendo 9 mL de caldo lactosado estéril, incubou-se a 36°C/24-48 horas, com a
finalidade de fazer um teste presuntivo de Coliformes totais.

Com a verificagao dos tubos positivos de caldo lactosado, tubos turvos com
formacdo de gas nos tubos invertidos de Durhran, passa-se uma alcada de cada
tubo positivo para os tubos de Caldo Lactosado Bile Verde Brilhante (CLBVB), para
confirmacdo da presenca de Coliformes totais, e incubou-se a 36°C/24-48 horas.
ApoOs o periodo de incubacgéo, verificaram-se os tubos de CLBVB positivos, com
turvacdo e formacédo de gas no tubo de Durhran, passou-se entdo uma alcada de
cada tubo positivo para tubos de EC (E. col) para confirmacdo de coliformes
termotolerantes e incubou-se a 45°C/24-48 horas, em banho maria.

Apds o periodo de incubagdo contou-se o0s tubos positivos, com turvagao e
formagdo de bolha de ar no tubo de Durhran, e verificaram-se os resultados na
tabela do Numero Mais Provavel (NMP).

Para a identificacdo de Escherichia coli, pegou-se uma al¢ada de cada tubo de
EC (E. col) positivo e passou-se, pela técnica de esgotamento, para placas de Agar
Eosina Azul de Metileno (EMB), incubou-se a 36°C/24-48 horas. Apés o periodo de

incubacdo, selecionaram-se as colbnias caracteristicas, mucoides com brilho
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metalico (Fig. 3), e passou-se para Agar Nutriente para conservacio e entdo foram
feitos os testes bioquimicos: Methyl Red e Voges-Proskauer (MRVP), Agar Citrato
de Simmons e Motilidade, Indol e producéo de Acido Sulfidrico (SIM), de acordo com

Konneman et al.,2001.

mucoéides com brilho metalico, caracteristicas de Escherichia coli.

5.4 Isolamento e identificacdo de Salmonella:

Para isolamento e identificacdo de Salmonella sp, foram pesadas
assepticamente 25g de amostra, homogeinizada em 225mL de Caldo Lactosado
(CL), e incubado a 36°C por 24 horas para recuperacao de células injuriadas. Apos,
a amostra foi inoculada em tubos contendo os meios de enriquecimento seletivo
Rapapport (RR), Tetrationato (TT) e novamente incubados a 36°C por 24 horas.
Apés este periodo, aliquotas de cada tubo inoculado, foram semeados em placas,
através do método de esgotamento, contendo os meios seletivos Agar Hektoen-
Enteric (HE) e Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD), e incubadas a 36°C por 24
horas. Colbnias suspeitas (Fig.4) de Samonella foram submetidas a testes
bioquimicos nos meios Agar Lisina Ferro (LIA), Agar Triplice de Ferro (TSI) e Caldo
de Uréia para obtencdo de resultados conclusivos, de acordo com Konneman et
al.,2001. Havendo resultados positivos para estes testes, as colonias foram
submetidas a identificacdo sorologica usando os soros anti-salmonela polivalente

somatico.
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Figura 4- Placa de Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD), com col6nias
negras, caracteristicas de Salmonella spp.

5.5 Isolamento e identificag&o de Bacillus cereus:

Para isolamento e identificagdo de Bacillus cereus, foram pesadas
assepticamente 50g de amostra e homogeneizada em 450 mL de agua peptonada
0,1%. Inoculou-se porc¢des de 1ml de cada diluicdo, em uma série de trés tubos
contendo 10ml de Caldo Tryptic Soy Broth (TSB), acrescentado polimixina (0,2%).
Incubou-se os tubos a 30°C/48h e observou-se o crescimento.

Para confirmagdo, semeou-se uma alcada da cultura de cada tubo positivo,
tubos com turvacdo indicando crescimento bacteriano, em placas de Agar manitol
gema de ovo polimixina (0,2%) (MYP).

As placas foram incubadas a 30°C por 48h, e foram selecionadas placas
com coldnias tipicas, ou seja, esféricas com a coloragdo rosea leitosa, com bordas
perfeitas, planas, secas, rodeadas por um grande halo de precipitagdo devido a
reacao da lecitinase sobre a gema de ovo (Fig. 5). As colGnias suspeitas de serem B.
cereus foram repicadas em Agar Nutriente e incubadas a 30°C por 48h para
posteriores provas bioquimicas: Teste de Salicina, Teste de utilizacdo da Glicose,
Teste de reducédo do nitrato, Teste de hidrdlise de gelatina, Teste do Manitol, Teste
de Lecitinase e Teste da atividade hemolitica, de acordo com Konneman et
al.,2001..
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Figura 5- Placa de Agar manitol gema de ovo polimixina (MYP), apresentando
colénias opacas, secas e com presenca de halo caracteristicas de Bacillus cereus.



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas trés tipos de doces confeitados: Trouxinha de Chocolate
(), Beijo de Alemao (Il) e Panelinha de coco com ovos (lll) de quatro
estabelecimentos (A, B, C e D), sendo duas feiras livres (C e D) e dois fechados (A e
B), com cinco repeticdes de cada estabelecimento, totalizando 60 amostras.

Os resultados de contaminacédo total dos doces foram relevantes, pois
ocorreu algum tipo de contaminacdo bacteriana em 25 (38%) do total de amostras
analisadas.

Os indices de contaminacdo nos doces do tipo | (Fig. 6) e tipo Il (Fig. 7)
podem estar relacionados com o modo de preparo, pois ambos sdo manipulados,
bem como com seus ingredientes (leite. acucar e chocolate) visto que estes
proporcionam melhores condi¢cdes para o desenvolvimento de microrganismos
(LUCCA e TORRES, 2002).

O doce tipo Il inclui produtos amiladceos em sua composi¢do, como castanhas,
0 que favorece a contaminagao por Bacillus cereus (JAY, 1992), Doces do tipo Il (Fig.
8), ndo apresentam produtos amilaceos, mas contém em sua formulagdo ovos, o
que contribui para a presenca de Salmonella Spp, Visto que esta bactéria é

normalmente encontrada em alimentos contendo este ingrediente.
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M Bacillus cereus

H Valores dentro do
permitido pela Legislacao

M Staphylococcus Coagulase
Positiva

M Escherichia coli

Figura 6 - indice de contaminac&o encontrado no doce do tipo | (Trouxinha de
Chocolate), comercializado na cidade de Pelotas-RS.

HBacillus cereus
| Valores dentro do permitido
pelaLegislagéo

M Staphylococcus Coagulase
Positiva

@ Escherichia coli

Figura 7 - indice de contaminac&o encontrado no doce do tipo Il (Beijo de
Alem&o), comercializado na cidade de Pelotas-RS.

O Doce tipo Il apresentou um maior indice de contaminagéo bacteriana, o que
pode ser devido ao fato da variedade de nutrientes em sua formulagdo como
chocolate, leite, mousse e envolto de castanhas, ou por sofrer manipulagao.

O Unico doce que estava contaminado por Salmonella spp. foi o Doce tipo I,
importante ressaltar, que sua formulacéo era a base de ovos, fator este que contribui

para a presenca desta bactéria.
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M Bacillus cereus
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M Valores dentro do
permitido pela Legislagao

i Staphylococcus Coagulase
Positiva

M Escherichia coli

M Salmonella

Figura 8 - indice de contaminag&o encontrado no doce do tipo Il (Panelinha
de Coco com Ovos), comercializado na cidade de Pelotas-RS.

Os estabelecimentos que comercializaram os doces com maior indice de
contaminagcao foram C e D (Fig. 9), indicando que os doces comercializados nas
feiras tém uma maior contaminacdo que aqueles que sdo vendidos em
estabelecimentos fechados. Esses dados corroboram a hipoteses de que alimentos
comercializados em vias publicas sdo potenciais fontes de intoxica¢des alimentares
(CUELLAR, 1992; MOSUPYE; HOLY, 1999), uma vez que se encontram em
condi¢cdes de armazenamento fora dos padrdes ideais e muitas vezes localizados

em vias publicas, onde é frequente a circulacdo de carros e pessoas.

Estabelecimento D
Estabelcimento C
Estabelecimento B

Estabelecimento A

L] T T T 1

0 2 4 6 8 10

Figura 9 - Contaminagé&o bacteriana nos doces comercializados em quatro
diferentes estabelecimentos da Cidade de Pelotas-RS.
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A matéria prima, condicbes de armazenamento e comercializacdo do
alimento, séao fatores determinantes para a contamina¢cdo do mesmo.

A andlise de Bacillus cereus indicou que este microrganismo encontra-se em
nivel acima do permitido pela ANVISA que € de 103 NMP/g de alimento em 18% das
amostras analisadas (Fig. 10), e com maior ocorréncia no doce do tipo Il (16%). Este
resultado j& era esperado, pois uma das matérias primas deste doce, as castanhas,
favorecem o crescimento desta bactéria. Outras possiveis fontes de contaminacéo
dos doces podem ser os manipuladores, bem como o ambiente, visto que a bactéria
em questao é esporulada e se encontra suspensa no ambiente por maiores periodos
de tempo.

M Contaminacao abaixo do
permitido pela Legislacdo

M Acimado permitido pela
Legislacao

Figura 10 - Presencga de Bacillus cereus, em amostras de doces
comercializados na cidade de Pelotas-RS.

Gomes et al. (2004) constataram um indice de contaminagdo por esta
bactéria semelhante ao verificado, pois em sua pesquisa das 200 amostras de doces
industrializados comercializados por ambulantes nos municipios de Seropédica e
Itaguai — RJ, 40 amostras (20%) foram positivas para o isolamento de B. cereus,
atestando que os alimentos em questdo podem causar danos a saude do
consumidor, sobretudo toxinfec¢des alimentares. O mesmo indice de contaminacéo
foi descrito por Carneiro, Gongalves e Hoffmann. (2005), onde analisaram 10
amostras de Bombas de Chocolate com recheio de creme provenientes de padarias
de Sao José do Rio Preto/SP. Em se tratando desse microrganismo em particular, os
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relatos de doencas de origem alimentar que Ihe sdo atribuidos séo escassos, com
muitas ocorréncias ndo suspeitas ou ndo confirmadas (RADHIKA et al. 2002).

Souza (1998), Granada et al. (2003) analisaram 30 quindins obtidos em
docarias de Pelotas-RS e Peixoto et al. (2009) analisando doce de leite e de
amendoim, ndo encontraram o microrganismo em questao em nenhum dos estudos.

No entanto, Ferrari, Winkler e Oliveira (2007) evidenciaram a presenca desta
bactéria, porém em niveis permitidos pela legislacdo. Porém, como a bactéria é
potencialmente patogénica, apresentam risco de toxinfec¢cdes aos consumidores
imunodeprimidos.

A pesquisa de coliformes em alimentos € utilizada como indicador das
condicdes higiénico-sanitarias e a presenca de coliformes termotolerantes
comprovam que houve algum tipo de falha no seu processamento. Esta
contaminagcdo pode ter ocorrido na fabricacdo do alimento ou na sua a
comercializacdo. Este grupo de microrganismos € de grande importancia pois

indicam contaminacdo fecal recente e evidenciam a possivel presenca de

microrganismos patogénicos.

O presente estudo pode comprovar o descuido no processo de fabricagéo ou
comercializagédo dos doces (Fig. 11), pois 30% do total das amostras estavam com
uma contaminacdo de Coliformes Termotolerantes superior a 102 NMP/g de
alimento, sendo assim, fora dos padrdes exigidos pela legislagéo.

Mortatti et al. (1992) avaliaram 39 amostras de doces cremosos na cidade
de Araraquara — SP, sendo que 7,7% estavam com indice maior que o permitido,
para Coliformes Termotolerantes, resultado esse inferior ao obtido no presente

trabalho.
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M Contaminacao abaixo do
permitido pela Legislacao

i Acima do permitido pela
Legislacao

Figura 11 - Presenca de Coliformes Termotolerantes, nas amostras de doces

comercializados na cidade de Pelotas-RS.

Souza (1998), em sua pesquisa com produtos de confeitaria, apresentou
uma porcentagem igual ao presente trabalho, onde 30% das amostras encontraram-
se contaminados por Coliformes termotolerantes acima dos valores permitidos pela
legislagdo. Casalini et al. (2008) evidenciaram que 33,3% das amostras de seu
estudo, ultrapassaram os limites permitidos na legislagdo para coliformes
termotolerantes. A incidéncia deste grupo de bactérias nos produtos lacteos
comercializados na cidade de Fortaleza-CE foi verificada por Brito (1995),
condenando 43,1% das amostras examinadas, concluindo que poderia comprometer
a saude dos consumidores.

Peixoto et al. (2009), nas 29 amostras analisadas de tortas, bolos, doces e
similares a base de creme, comercializados em diferentes pontos de venda da
cidade de Ribeirdo Preto-SP, apresentaram contaminagdo por coliformes
termotolerantes acima do valor estabelecido em 27,6% do total das amostras.

Granada et al. (2004), ndo confirmaram a presenca desta bactéria nas 30
amostras de quindins coletados em Pelotas-RS. Este resultado difere do presente
estudo, devido ao modo de producdo dos doces analisados, jA que estes sdo
manipulados apds seu processamento térmico.

O principal representante do grupo dos Coliformes termotolerantes é a
espécie Escherichia coli. Sua presenc¢a nos alimentos indica uma contaminacao fecal-
oral recente, e suas linhagens podem causar infeccdo alimentar podendo levar a

morte os individuos imunossuprimidos.
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Neste trabalho foi identificada a presenca de E. coli em 22% do total das
amostras analisadas, (Fig. 12). Ferrari et al. (2007) verificaram essa bactéria em
18,3% das amostras de doces comercializados na regido de Londrina- PR, indice
este menor do encontrado neste estudo.

Peixoto et al. (2009) identificou esta bactéria em 27,6%, nos produtos de
confeitaria comercializados na cidade de Ribeirdo Preto-SP, valores bem préximos
ao encontrados em nosso trabalho. Estes resultados indicam o possivel descuido
higiénico-sanitario do manipulador, ou contaminagdo da matéria prima, pois sua

ocorréncia nos diz que houve uma contaminagéo fecal recente.

u Contaminacéo abaixo do
permitido pela Legislacao

4 Acima do permiticdo pela
Legislacdo

Figura 12 - Presencga de Escherichia coli, em amostras de doces
comercializados na cidade de Pelotas-RS.

Casalini et al. (2008) analisaram 9 doces comercializados no Campus da
UFPel, e confirmaram a presencga de E. coliem uma amostra de seu estudo.

Nos estudos de Granada et al. (2003), onde analisaram-se 30 amostras de
quindins comercializados em Pelotas-RS, néo foi verificada a presenca desse
microrganismo. Na mesma cidade, Blume (2007), em sua pesquisa com rapaduras,
assim como Destri et al. (2009), onde avaliaram-se amostras de doces de leite
comercializados em feira e Sa et al. (2009) onde avalaram-se doces em massa,
também obtiveram os mesmos resultados para a presenca desta bactéria.

Resultados que diferem dos obtidos no presente trabalho, uma vez que os
alimentos em questdo eram produzidos de forma diferente, e nao sofriam

manipulacdo apos o cozimento.



37

A pesquisa de Staphylococcus coagulase positiva em doces de confeitaria é
uma preocupacao ha muitos anos no Brasil. J& que este patdgeno tem como habitat
natural as fossas nasais, pele, cabelo e unhas dos seres humanos, fazem com que o
manipulador torne-se uma potencial fonte de contaminac&o. Ferrari, Winkler, e
Oliveira. (2007), comprovaram a presenca deste patdgeno em 21,6% dos alimentos
estudados.

Estes indices foram mais altos que o do presente estudo, onde 13% (Fig. 13)
do total das amostras analisadas estavam com contaminagéo acima de 102 NMP/g
de alimento, estando fora do permitido pela ANVISA, levando risco de intoxicagcéo

alimentar ao consumidor.

M Contaminacgdo abaixo do
permitido pela Legislagdo

i Acima do permitido pela
Legislacao

Figura 13 - Presenca de Staphylococus Coagulase Positiva, em amostras de
doces comercializados na cidade de Pelotas-RS.

Mortatti et al. (1992), realizaram avaliacdo microbiologica de 39 amostras de
doces cremosos comercializados na cidade de Araraquara/SP, onde foi detectada
contaminagao por Staphylococcus coagulase positiva acima do permitido em 2,5% das
amostras, resultados que diferem do encontrado no presente estudo.

Esta diferenca deve-se ao fato do alimento estudado por Mortatti et al. ndo
sofrer manipulacdo apos o processamento, diferentemente dos doces analisados no
nosso estudo, onde a manipulagdo era existente.

Os resultados verificados no presente estudo diferem de Granada et al.
(2003), Blume (2007), Casalini et al. (2008), Peixoto et al. (2009) e Destri et al.

(2009) onde staphylococcus Spp. nao estiveram presentes em nenhuma de suas



38

amostras, descartando a possibilidade de causar uma intoxicagdo alimentar
ocasionada pela toxina estafilococica, aos consumidores.

Souza et al. (2005) verificaram que 4 (17%) das 24 amostras de doces
analisadas estavam com uma concentracdo de Staphylococcus coagulase positiva,
acima do permitido, semelhante ao encontrado no presente trabalho.

Com relacdo as analises feitas para a confirmacdo de Salmonella Spp. O
presente trabalho obteve como resultado a presenca do microrganismo em uma

amostra (2%) dentre todas as analisadas (Fig. 14).

2%

H Auséncia nas amostras

ld Presenca nas amostras

Figura 14 - indice de Salmonella Spp. em amostras de doces comercializados

na cidade de Pelotas/RS.

Os resultados obtidos por Souza (1998), que verificou a qualidade
microbioldgica de produtos de confeitaria em Belo Horizonte, Minas Gerais, no ano
de 1998, foram os mesmo encontrados em nosso trabalho, onde a presenca de
Salmonella spp. foi comprovada em apenas uma das amostras. Mesmo que
encontrada em um numero pequeno de amostras, demonstra um risco a saude do
consumidor, jA que esta bactéria tem um alto grau de patogencidade podendo
causar infecgdes alimentares e até septicemia.

Mortatti et al. (1992), Philippi; Moretto (1995), Granada et al. (2003) Araujo et
al. (2008), S& et al. (2009) e Destri et al. (2009) em suas analises, constataram
auséncia total deste microrganismo, resultados importantes visto a alta incidéncia de
surtos de salmonelose, aliado a gravidade da doencga, segundo constatado por Luca;
Koerich (2008).
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Os resultados de Welker et al. (2010), demonstram a necessidade de maior
atencdo na area de seguranca dos alimentos, pois das 28 amostras de doces, 12%
estavam contaminados por Salmonella Spp., evidenciando a necessidade de orientar e
educar a populacdo quanto aos cuidados necessarios na conservacao, manipulacéo
e consumo dos alimentos, as boas préaticas de fabricacdo e aos riscos que 0s

alimentos contaminados representam.
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7 CONCLUSOES:

Os resultados demonstraram que das 60 amostras analisadas, 18 (30%)
estavam contaminadas por Coliformes termotolerantes com presenga de E. coliem 17
(94%) destas,

Bacillus cereus esteve presente com niveis acima do permitido pela ANVISA em
11 (18%) amostras;

Foi constatada a presenca de Staphylococcus coagulase positiva acima do
limite permitido pela ANVISA em 8 (13%) amostras;

A presenca de Salmonella spp foi constatada em uma (2%) amostra;

Concluiu-se entdo, que é indispensavel uma vigilancia sanitaria mais severa
para diminuir a contaminacao dos doces, assim como programas de educacdo aos

manipuladores de alimentos, tornando-0s seguros ao consumidor.
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1. Meios de cultura utilizados para as analises microbioldgicas:

AGUA PEPTONADA (0,1%)
Peptona 1,09

Agua destilada 1000mL
pH 7,0

CALDO LACTOSE BILE VERDE BRILHANTE

Bile de boi (oxgall) 20,09
Peptona 10,09
Lactose 10,09
Verde Brilhante(13,3mL de solugéo aquosa 0,1%) 0,0133g
Diluir em 1000mL de agua destilada
pH 7,2
CALDO LACTOSADO
Extrato de carne 39
Peptona Bacteriologica 5¢
Lactose 59
Diluir em 100mL de agua destilada
pH 6,9
CALDO EC
Triptose 20g
Lactose 59
Sais Biliares n°3 1,59
Fosfato monoacido de potassio 49
Fosfato biacido de potassio 1,59
Cloreto de Sédio 5¢

Diluir em 1000mL de agua destilada
pH 6,9



CALDO TETRATIONATO

Proteose peptona 5,09
Sais biliares 1,09
Tiossulfato de sédio 30,09
Carbonato de calcio 10,09
Diluir em 1000mL de agua destilada
pH 8,4

suplemento

Solugao de iodo 0,2mL/10mL base
Solugéo 0,1% verde brilhante (opcional) 0,1mL/10mL base

CALDO RAPPAPORT

Peptona de farinha de soja 4,59
Cloreto de magnésio hexahidrato 29,09
Cloreto de sddio 8,09
Fosfato dopotéassico 0,49
Dihidrogeno fosfato potassico 0,69
Verde malaquita 0,0369
Diluir em 1000mL de agua destilada
pH 5,2
CALDO UREIA
Peptona 1,09
Dextrose 1,09
Cloreto de sddio 5,09
Fosfato monopotassico 2,09
Uréia 20,09
Vermelho de fenol (6mL de solugéo 0,2%) 0,012¢g
Diluir em 1000mL de agua destilada
pH 6,8

CALDO TRIPTONA de SOJA

Caseina enzimatica hidrolisada 17.00
Digestéo Papaica de Soja 3.00g
Dextrose 2.50g
Cloreto de Sddio 5.00g
Fosfato Dipotassico 2.50g

Diluir em 1000mL de agua destilada
pH 7,1

49

g



CALDO VERMELHO DE FENOL

Digestao Péptica do tecido animal
Cloreto de Sdédio
Lactose
Vermelho fenol
Diluir em 1000mL de agua destilada
pH 7,0

AGAR EOSINA AZUL DE METILENO (EMB)

Peptona
Lactose
Fosfato dipotassico
Eosina amarela (20mL da solucdo aquosa 2%)
Azul de metileno (26mL da solucdo aquosa 0,25%)
Agar
Diluir em 1000mL de agua destilada
pH 7,1

AGAR XLD

Extrato de levedura
L —lisina
Xilose
Lactose
Sacarose
Desoxicolato de sédio
Citrato férrico amoniacal
Tiossulfato de sédio
Vermelho de fenol (40mL solugao 0,2%)
Agar
Diluir em 1000mL de agua destilada
pH 7,4

AGAR TRIPLICE ACUCAR DE FERRO (TSI)

Extrato de carne
Extrato de levedura
Peptona

Proteose peptona
Dextrose

Lactose

Sacarose

Sulfato ferroso

50

10g

10g
0.018g

10,09
10,09
2,09
0,49
0,065¢g
15¢g

3,09
5,09
3,759
7,50
7,50
2,59
0,89
5,09
0,089
15¢g

3,09
3,09
15,09
5,09
1,09
10,09
10,09
0,29



Cloreto de sddio 5,09
Tiossulfato de sédio 0,39
Vermelho de fenol (12mL da soluc¢éo 0,2%) 0,024g
Agar 12,09
Diluir em 1000mL de agua destilada
pH 7,4

AGAR ENTERICO DE HECTOEN (HE)

Proteose peptona 12,09
Extrato de levedura 3,09
Sais biliares n°3 9,09
Lactose 12,09
Sacarose 12,09
Salicina 2,09
Cloreto de sddio 5,09
Tiossulfato de sédio 5,09
Citrato férrico amoniacal 1,59
Azul de bromotimol (32,5mL da solugéo 0,2%) 0,659
Fucsina acida 0,19
Agar 14,09
Diluir em 1000mL de agua destilada
pH 7,5

AGAR LISINA DE FERRO (LIA)

Peptona 5,09
Extrato de levedura 3,09
Dextrose 1,09
Cloridrato de L — lisina 10,09
Citrato férrico amoniacal 0,59
Tiossulfato de sddico 0,049
Pudrpura de bromocresol (2mL solucao 1%) 0,02g
Agar 15,09
Diluir em 1000mL de agua destilada
pH 6,7

AGAR MANITOL GEMA DE OVO POLIMIXINA (MYP)

Extrato de carne 1,09

Peptona 10,09
D — manitol 10,09
Cloreto de sddio 10,09
Vermelho de fenol (12,5mL da solugéo 0,2%) 0,025¢g
Agar 15,09

Diluir em 1000mL de agua destilada
pH 7,1
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AGAR NUTRIENTE
Extrato de carne 3,09

Peptona 5,09
Diluir em 1000mL de agua destilada

AGAR BAIRD PARKER

Caseina enzimatica hidrolisada: 10g
Extrato de Carne: 509
Extrato de Levedura: 19
Glicina: 129
Piruvato de Sadio: 12g
Cloreto de Litio: 5g
Agar 20g
Diluir em 1000mL de agua destilada
pH 7,0

AGAR SANGUE DE CARNEIRO

Caseina enzimatica hidrolisada 149
Digestao péptica de tecido animal 4,59
Extrato de levedura 4.5¢9
Cloreto de sddio 5g
Agar 12.5¢
Diluir em 1000mL de agua destilada
pH 7,3

AGAR CITRATO DE SIMMONS

Sulfato de Magnésio 0.20g
Fosfato de Amonio Diidrogénio 1.00g
Fosfato Dipotassico 1.00g
Citrato de Sédio 2.00g
Cloreto de Sddio 5.00g
Azul de Bromotimol 0.08g
Agar 15¢

Diluir em 1000mL de agua destilada
pH 7,0
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2. Contagem e confirmacao de Staphylococcus coagulase positiva pelo método do
Numero Mais Provavel (NMP)

101 102 103
homogeneizar 1mL @ 1mL @
- 9mL H,0 9mL H,0
25 g de amostra + m | 2 Lpep m A 2 1 pep
225 mL de 4gua ImL m m

peptonada 0,1% /N / [\

el W

NaCl 10%

Incubacéo a 36°C por 48h|

J Técnica de esgotamento

S R
rparsard . OO OO0 OO0
| |

Parker (BP)
|
iIncubacdo a 36°C por 48h|
Colbnias suspeitas
Coco Gram + Incubar a 36°C/48h

Coloragéo de Gram: Agar Nutriente @

.

Coagulase livre
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3. Contagem de Coliformes Totais e Termotolerantes com identificagdo de
Escherichia coli.

Homogeneizacio
g ¢ % l_mi,l_m&,

25 g daamostra+ 225 ‘ ‘ | |
ml de dgua peptonada Yy YVYY YOV
Teste AA | | 1 [

presuntivo:

CL

Teste confrmatwo ||
Coliformes Totais: i | |

Coliformes
CLBVB termotolerantes: Caldo

EC
Teste Confirmativo: — "

Agar EMB

N

Agar Nutriente
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4. Contagem e identificacdo de Salmonella spp.
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5. Contagem e identificag&o de Bacillus cereus.

Homaogeneizagio ImL > Iml . Iml
—_—
25gdaamostra+ 450ml deagua \ Lml ‘ Iml ‘ ImL ‘ Iml
peptanada
EEEEEEEEEEE
158 com
Polimixina
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Provas Bioguimicas
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