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RESUMO

Os sanduiches naturais sdo considerados lanches praticos, rapidos e susceptiveis a
contaminagdes por microrganismos patogénicos. A producdo artesanal é preocupante
devido ao contato direto na manipulacgdo dos alimentos pela mao do manipulador, selecdo
de ingredientes com qualidade e ampla distribui¢do de venda. Assim, torna-se essencial
que produtores e locais de comercializacdo sigam as normas propostas pela ANVISA. O
objetivo desse trabalho foi avaliar a qualidade microbiol6gica de sanduiches naturais
artesanais comercializados em lanchonetes na UFPB, a fim de verificar se 0S mesmos
atendiam aos padrdes microbioldgicos exigidos na legislacdo brasileira. Foram coletados
trés sanduiches naturais artesanais de trés diferentes lanchonetes (P-1, P-2 e P-3). Em
seguida, as amostras de sanduiches naturais artesanais foram submetidas as seguintes
andlises microbioldgicas: contagem padrdo em placa, contagem de coliformes totais e
termotolerantes pelo método do NMP e deteccdo de Salmonella. As contagens de
bactérias totais em todas as amostras variaram de 7,2x10° a 2,5x108 UFC/g, tendo o
produto P-3 apresentado a menor variacdo entre repeticdes e valor maximo de 3,6x10°
UFC/g. Na avaliacdo de coliformes totais, todos os produtos apresentaram contagens
acima de 10® NMP/g, exceto para uma amostra do produto P-3, que obteve 2,4x102
NMP/g. Com relagdo a presenca de coliformes termotolerantes, os trés produtos avaliados
apresentaram pelo menos uma amostra com contagem acima do limite maximo exigido
(10> NMP/g) na RDC n° 12/01 da ANVISA. Na deteccdo de Salmonella spp., a presenca
foi observada somente em uma amostra do produto P-3, na qual, apresentou sensibilidade
in vitro aos antibidticos usados comumente em pratica clinica. Portanto, todos os
sanduiches naturais artesanais obtiveram amostras com elevados nimeros de coliformes
termotolerantes, com presenca de Salmonella spp. em um dos produtos artesanais e a
maioria, contaminadas com bactérias mesofilas e coliformes totais em nimeros elevados,
demonstrando deficiéncias no processo de producéo.

Palavras-chave: Analises microbioldgicas. Contaminacdo microbiana. Produtos
artesanais. Seguranca alimentar.



ABSTRACT

Natural sandwiches are considered practical snacks, fast and susceptible to contamination
by pathogenic microrganisms. Handmade production is worrisome due to direct contact
in handling food by the hand of the manipulator, selection of ingredients with quality and
wide distribution of sale. Thus, it is essential that producers and commercialization sites
follow the standards proposed by ANVISA. The objective of this study was to evaluate
the microbiological quality of artisanal natural sandwiches marketed in snack bars at
UFPB, in order to verify if they met the microbiological standards required by Brazilian
legislation. Three artisanal natural sandwiches were collected from three different snack
bars (P-1, P-2 and P-3). The following microbiological analyzes were carried out on the
samples of handmade natural sandwiches: standard plate count, total and thermotolerant
coliforms by the NMP/g method and Salmonella detection. The mesophilic bacteria
counts in all samples varied from 7.2x10%to 2.5x108 UFC/g, with the product P-3 having
the lowest variation between replicates and a maximum value of 3.6x10° CFU/g. In the
evaluation of total coliforms, all the products presented counts above 103 NMP/g, except
for a sample of product P-3, that obtained 2.4x102 NMP/g. Regarding the presence of
thermotolerant coliforms, the three evaluated products presented at least one sample with
a count above the required maximum limit (102 NMP/g) in the RDC n° 12/01 of ANVISA.
In the detection of Salmonella spp., the presence was observed only in a sample of the
product P-3, in which, it showed sensitivity in vitro to the antibiotics commonly used in
clinical practice. Therefore, all the artisanal natural sandwiches obtained samples with
high numbers of fecal coliforms, with presence of Salmonella spp. one of the artisanal
products and the majority, contaminated with mesophilic bacteria and total coliforms in
high numbers, demonstrating deficiencies in the production process.

Keywords: Microbiological analyzes. Microbial contamination. Handmade products.
Food safety.
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1 INTRODUCAO

Os sanduiches naturais sdo considerados lanches préaticos, rapidos e que
rotineiramente vém substituindo as refei¢cGes principais. Os mesmos podem apresentar
recheios com ingredientes diversos tais como frango, queijos e hortalicas, dentre outros,
podendo ser adicionado de maionese (MARTINS et al., 2016). Esses lanches naturais
comercializados em estabelecimentos comerciais e nas ruas, com predominio de
producdo artesanal, tornam-se alimentos susceptiveis a contaminacdes por
microrganismos patogénicos (BEZERRA et al., 2017).

De acordo com a sele¢do dos ingredientes que compdem o recheio dos sanduiches
naturais, podem ser preparadas diferentes formulacdes, sendo este um fator que contribui
para a elevacdo no risco do consumo e dificulta agbes de controle de qualidade para esses
produtos. Com relacdo aos locais de producdo artesanal, ha bastante variacdo, podendo
incluir padarias, lanchonetes, supermercados e até mesmo residéncias. Quanto a
comercializacdo, pode ser feita no proprio local de producdo, em estabelecimentos
comerciais ou diretamente na rua, por meio de ambulantes, que mantém os produtos
geralmente em caixas isotérmicas, ficando os mesmos expostos por longos periodos, a
temperaturas inadequadas (LEITE, 2016; ALVES et al., 2016).

Algumas ac¢des sdo determinantes no controle do crescimento microbiano em
sanduiches naturais. Dentre essas, destacam-se 0s cuidados com o0s ingredientes usados
na formulacdo e com os procedimentos de higienizagao e manipulacdo (MACEDO et al.,
2016).

Para os ingredientes, os cuidados minimos devem envolver pelo menos
verificacdo da procedéncia, controle de temperatura e tempo de armazenamento,
respeitando seu prazo de validade, enquanto que para procedimentos de higienizacdo é
essencial usar produtos com registro na Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), assegurar-se da qualidade microbioldgica da agua e adotar procedimentos
padronizados (ALVES et al., 2016; BRASIL, 2001). Ainda, é importante avaliar a saude
e higiene do manipulador e o local onde o alimento sera preparado de modo a assegurar-
se de que os mesmos sejam adequados. E importante ressaltar que todos esses cuidados
estdo inclusos na RDC n° 216/04 da ANVISA, sendo obrigatdria sua adogdo por qualquer
empresa que atue na produgdo e comercializacdo de alimentos (SIRTOLI;
COMARELLA, 2018; BRASIL, 2004).
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Portanto, o uso de ingredientes de qualidade e a adocdo de boas praticas de
fabricacdo sdo medidas que irdo contribuir para a obtencédo de produtos seguros. Segundo
a RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001, sanduiches frios e similares devem apresentar 0s
seguintes padrBes microbioldgicos: auséncia de Salmonella spp. por 25 g de alimento,
limite maximo de 102 NMP/g para coliformes termotolerantes, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus e Clostridios Sulfito Redutores, sendo esse ultimo exigido quando os
produtos forem adicionados de carnes ou de seus derivados (BRASIL, 2001).

Para prevenir a ocorréncia de salmonelas em sanduiches naturais é preciso
controlar a qualidade microbioldgica dos ingredientes usados, especialmente em carnes
de aves e derivados, que sdo considerados importantes alimentos transmissores desse
patégeno (GARCIA; DUARTE, 2014). Outro ingrediente comumente envolvido em
casos de surtos de salmoneloses é a maionese e o risco de transmisséo de salmonela por
esse ingrediente pode ser minimizado quando essa € obtida a partir de ovos pasteurizados,
entretanto, a préatica de elaboracdo de maionese com ovos crus aumenta bastante o risco
de ocorréncia de salmonelose (MARTINS et al., 2016; SANTOS-NETO, 2016). Os
queijos também podem transmitir salmonelas, especialmente quando ndo sdo preparados
a partir de leite pasteurizado (REIS et al., 2013). Por essa razdo, é de grande importancia
controlar a qualidade dos ingredientes adquiridos e evitar a ocorréncia desse patdgeno
nos produtos obtidos, o que inviabiliza sua comercializagdo (ALVES et al., 2016).

Com relacéo aos coliformes totais, sua ocorréncia em nimeros elevados pode ser
considerada indicadora da sanitizacdo do local onde os alimentos foram processados,
manipulados ou comercializados (SOUZA; SANTOS; SANTOS ,2016), enquanto
coliformes termotolerantes, especialmente Escherichia coli, sdo considerados
importantes indicadores de contaminacdo dos alimentos com materiais de origem fecal,
tendo a E. coli sido associada a diversos casos de diarreias em criancas e adultos. Para
evitar a contaminacdo por essa bactéria algumas medidas de controle devem ser adotadas
incluindo procedimentos higiénicos adequados, higienizacdo das méos antes de
manipular alimentos cozimento dos alimentos a temperaturas superiores a 100 °C
(TORTORA et al., 2017).

No Brasil, a negligéncia na seguranga alimentar tem sido um agravante na Saude
Pablica, aumentando as doencas transmitidas por alimentos (DTAS) e a ocorréncia de
surtos, destacando-se 0s agentes etioldgicos Salmonella spp., Staphylococcus aureus e
E. coli, com a regido nordeste apresentando 0s menores numeros de surtos e doentes
registrados (BRASIL, 2018).
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Considerando que grande parte dos surtos alimentares globais é consequéncia de
erros nas praticas de manipulacdo e estocagem dos alimentos, torna-se necessario
aumentar a acao fiscalizadora de 6rgaos sanitarios, realizar o controle microbiologico dos
alimentos disponiveis ao consumo humano e difundir informacdes sobre ado¢do de boas
praticas de fabricacdo e manipulacdo de alimentos, dentre outros (OLIVEIRA etal., 2013;
SILVA et al., 2017).

Desta forma, faz-se necessario a pesquisa sobre a qualidade microbiologica de
sanduiches naturais artesanais comercializados em lanchonetes na Universidade Federal
da Paraiba (UFPB), visando verificar os possiveis riscos microbiolégicos no consumo

humano.



14

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 HABITOS ALIMENTARES FORA DO DOMICILIO

O consumo de alimentos fora do domicilio tem sido reportado no Brasil, como uma
pratica que tem aumentado nos ultimos anos. Esses habitos alimentares tém sido maiores
entre o grupo de homens do que mulheres, onde os adultos apresentam maior frequéncia
do que adolescentes e idosos (QUEIROZ; COELHO, 2017). Os locais com maior
frequéncia no consumo de alimentos prontos para consumo incluem lanchonetes,
restaurantes e locais com servico fast food (BEZERRA et al., 2017).

A partir do aumento de consumidores em lanchonetes e restaurantes, principalmente,
observa-se que os alimentos produzidos e/ou comercializados por esses estabelecimentos,
podem estar sujeitos a contaminacdo por microrganismos patogénicos. Ou a
contaminacgdo pode originar-se pelos proprios consumidores que falham nas préaticas de
boas condicOes de higiene, como lavar as médos antes de tocar no alimento, ou ocorre

devido a conservacdo irregular do produto pelo préprio estabelecimento (SILVA, 2012).

2.2 SANDUICHES NATURAIS ARTESANAIS

Os sanduiches naturais artesanais sao lanches que apresentam ingredientes in natura,
tais como pdo (integral ou sirio), carnes (bovinas do tipo hamburguer, frango desfiado ou
paté de frango), hortalicas (alface, tomate, beterraba e/ou cenoura), derivados lacteos
(queijos e/ou requeijdo) e maioneses (SANTANA; VIEIRA; PINTO, 2015; ALVES et
al., 2016; MARTINS; VIANA; COSTA, 2016; LEITE, 2016).

A selecdo dos componentes no recheio dos sanduiches naturais recorrem atencao
durante processos artesanais. As carnes e derivados de aves, Como 0vos e maioneses, Sao
possiveis veiculos para enteropatdgenos, do mesmo modo para as hortaligas e laticinios
crus, sem higienizacdo padronizada ou que apresentem falhas no processo de
pasteurizacdo (GARCIA; DUARTE, 2014; MARTINS; VIANA; COSTA, 2016;
SANTOS-NETO, 2016; REIS et al., 2013; ALVES et al., 2016).

O fato dos sanduiches naturais artesanais serem confeccionados a partir de contato e
manipulacdo direta das maos dos manipuladores, torna esses alimentos susceptiveis a

presenca de elevadas cargas microbianas. A contaminagédo dos alimentos artesanais pode
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ser proveniente ao déficit dos processos de desinfe¢do, manipulagdo ou conservagdo
durante a formulacéo dos ingredientes que compdem o recheio (BEZERRA etal., 2017).
Além disso, os produtos artesanais demonstram atratividade econémica para o comércio
e por isso, sdo amplamente distribuidos em pontos comerciais como lanchonetes,
supermercados, padarias e restaurantes (LIMA; MIRANDA, 2007). Outros meios de
comercializacdo dos sanduiches naturais sdo por foodtrucks, os quais apresentam menor
fiscalizacdo dos orgaos de vigilancia e menor indice de pessoas treinadas para
manipular alimentos prontos. Segundo Vilar (2017), os foodtrucks precisam de uma
regulamentacdo prépria por ndo terem pontos especificos e possivelmente, apresentam
baixo controle durante a preparacdo e manipulacdo dos

alimentos realizados na cozinha.

Com o aumento de producdo e comercializacdo dos sanduiches naturais artesanais,
aumentam as possibilidades desse tipo de alimento apresentar padrées microbioldgicos e
condi¢Bes higiénico-sanitarias irregulares ao consumo humano (SOUZA; SANTOS;
SANTOS, 2017). Nesse contexto aos drgaos fiscalizadores, como a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), cabe realizar acGes capazes de prevenir, diminuir ou
eliminar riscos a saude do consumidor e intervir nos problemas sanitarios decorrentes
(SIRTOLLI; COMARELLA, 2018).

2.3 BOAS PRATICAS NA MANIPULACAO DE ALIMENTOS

As boas praticas na manipulacdo de alimentos foram descritas no Quadro 1, a partir
da RDC n°216/04, com objetivo de informar melhores praticas na manipulacéo e diminuir
a incidéncia de doencas provocadas a partir do consumo de alimentos contaminados com
patogenos (BRASIL, 2004).
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Quadro 1. Boas praticas na manipulacao de alimentos contidas na RDC n° 216/04, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Categoria

Descricdo das boas praticas em alimentos

Alimento ou

matéria-prima

Local de
trabalho

Transporte

Local de
comercializacao
Conservacéo do

alimento

Higiene pessoal Assegurar que os manipuladores estejam com sua saude integra, usem

cabelos presos e cobertos com redes ou toucas, adotem habitos
regulares de lavar as méos, evitando adornos e utilizando uniformes
adequados;

E necessario que o alimento ou sua matéria-prima sejam higienizados
de forma adequada com &gua corrente tratada, conservado em
temperaturas apropriadas, evitando a contaminagdo cruzada por
utensilios domésticos e se cozido, garantir que todas as partes do
alimento atinjam no minimo 70 °C;

Deve estar limpo e organizado, obedecendo aos critérios minimos de
infraestrutura, com retirada do lixo frequente, além de manter o local
iluminado, ventilado e protegido de insetos e outros animais. Bem
como, utilizar apenas produtos de limpeza que contem no rotulo
registro do Ministério da Satde ou ANVISA;

Se o alimento for produzido em local diferente ao comercializado, é
preciso gque durante o transporte, o alimento esteja armazenado em
vasilhames e identificados com informacgbes essenciais (nome do
alimento, data de preparo e prazo de validade), ou ainda se o transporte
for demorado, deve-se adotar procedimentos de transporte em caixas
térmicas apropriadas;

Ao servir o alimento preparado, o local de comercializacdo deve
garantir a limpeza da area dos consumidores;

Na conservacao dos alimentos preparados frios e quentes, é necessario
empregar temperaturas de 5 °C e 60 °C, com prazos maximos de

consumo em 5 dias e quentes 6 horas, respectivamente;

Fonte: BRASIL, 2004.

2.4 DOENCAS TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS

As doengas transmitidas por alimentos (DTAS) s&o sindromes relacionadas a

ingestdo de alimentos ou agua contaminados, em quantidades que comprometam a satde
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do consumidor & nivel individual ou em grupos de populagdes. As DTAs podem ser
causadas por agentes bioldgicos, produtos quimicos e metais pesados. No Brasil, 0s surtos
e 0 numero de DTAs vém decrescendo nos Gltimos quatro anos (Figura 1) (BRASIL,
2018).

Até 2017, a regido sudeste tem ocupado o primeiro lugar no perfil epidemiolégico
pelos maiores surtos de DTAs (Figura 2). Os grupos atingidos majoritariamente incluem
jovens, do sexo feminino, entre 10-29 anos de idade e os possiveis causadores sdo por
ingestdo de produtos carneos e alimentos & base de ovos contaminados por agentes
biologicos (BRASIL, 2018; GARCIA; DUARTE, 2014).

Figura 1. Série historica de surtos e doentes por DTA no Brasil, entre 2000-2017.
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Fonte: Brasil, 2018.

Geralmente, o surto é registrando quando acomete um namero grande de pessoas
ou que apresentam sintomas severos. Assim, 0s Orgdos responsaveis pela vigilancia
sanitaria desempenham a funcdo primordial de prever, manter e aumentar a qualidade de
vida da populacdo brasileira. Acredita-se que os surtos registrados de DTAS possam ser
maiores do que os dados emitidos pelos bancos credenciados de 6rgdos responsaveis pela
vigilancia sanitaria, pois ocorre deficiéncias na subnotificacdo (SIRTOLLI;
COMARELLA, 2018).

De acordo com o Ministério da Saude, no Brasil os agentes etiol6gicos de surtos
de DTAs mais frequentes entre 2000-2017 foram causados por Salmonella spp.,

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Coliformes, Bacillus cereus, Shigella spp.,
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Rotavirus, Clostridium perfringens, Norovirus e virus da Hepatite A (Figura 3) (BRASIL,
2018).

Figura 2. Frequéncias dos surtos de DTA por regides brasileiras, diagnosticadas entre os anos de
2007-2017.
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Fonte: Brasil, 2018.

Figura 3. Distribuicdo dos principais agentes etiologicos identificados entre os surtos de DTA no
Brasil, nos anos de 2000-2017.
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Fonte: Brasil, 2018.

Os tipos de DTAs por agentes bioldgicos sdo essencialmente de dois tipos:
infeccOes e intoxicagdes. Na infeccdo, o patdgeno penetra o trato gastrointestinal (TGI) e
se multiplica no local de origem ou migra para outros Orgdos sistémicos. Outros
patdgenos causam doencas a partir de toxinas, produzidas pelo microrganismo
metabolicamente ativo, que afetam o TGI. Uma intoxicacdo é causada pela ingestdo da
toxina pré-formada e caracterizada pelo aparecimento subito de disturbios no TGl.
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Ambas, infecgbes e intoxicagdes, frequentemente causam diarreia e se intensa com
sangue ou muco, denomina-se disenteria, podendo acompanhar de célicas abdominais,
nauseas e vomitos. Ver-se que nos paises em desenvolvimento, a diarreia € o principal
fator da mortalidade infantil, onde aproximadamente uma crian¢a em cada quatro morre
antes dos cinco anos (TORTORA et al., 2017).

2.5 COLIFORMES TOTAIS E TERMOTOLERANTES
Os coliformes sd@o um grupo de bactérias aerobias ou anaerdbias facultativas,
Gram-negativas, em forma de bacilos e algumas fermentadoras de lactose em 35 ou 45

°C, pela hidrolise da enzima B-galactosidase (Figura 4) (TORTORA et al., 2017).

Figura 4. Atividade metabdlica na hidrdlise da enzima -galactosidase, gerando galactose e
glicose.
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Fonte: Fischer, 2010.

Os representantes que compBem o grupo de coliformes sdo da familia
Enterobacteriaceae, tais como géneros Escherichia, Klebsiella, Enterobacter,
Enterococcus, Citrobacter, Morganella, Serratia, Proteus, Yersinia, entre outros. Os
mesmos podem ser divididos em patdgenos primarios (como Salmonella spp.), que
provocam doengas incessantemente apds infeccionar o hospedeiro, ou oportunistas (por
exemplo E. coli), causando doencas apenas em determinadas condicGes fisioldgicas
enquanto comensais (BAYLIS et al., 2011). Como a distribuicdo desses microrganismos
é ampla, os coliformes totais abrangem enterobactérias que podem ser encontrados

disseminados no ambiente. Para 0s géneros que habitam exclusivamente o intestino de
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hospedeiros mamiferos, sdo incluidos em coliformes termotolerantes, ou também
chamados popularmente de termotolerantes, como E. coli (TORTORA et al., 2017).

Os coliformes totais mostram-se um grupo misto com diversidade de espécies ligadas,
principalmente, a deterioracdo de alimentos e por isso, considerados potenciais
indicadores de condigdes higiénica-sanitarias inadequadas (SANTANA; VIEIRA;
PINTO, 2015).

Por mais que os coliformes termotolerantes contenham menor diversidade de géneros
entre enterobactérias, E. coli apresenta maior variagdo de linhagens patogénicas
causadoras de infecgéo alimentar (Quadro 2) (CARVALHO, 2010).
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Quadro 2. Descricdo das linhagens, mecanismos de patogenicidade e caracteristicas das doencas
causadas por Escherichia coli.

Linhagem Mecanismo de patogenicidade Caracteristicas da doenga
patogénica
E. coli Viruléncia associada a adesdo a Manifesta dores abdominais,

enteropatogénica  mucosa intestinal e destruigdo das diarreia, vomitos e febre. Seu

classica (EPEC) microvilosidades das células periodo de incubacdo varia

epiteliais intestinais; de 17 a 72 horas;
E. coli Penetra as ceélulas epiteliais e Causa disenteria, colicas
enteroinvasiva causa manifestacbes clinicas abdominais, febre e mal-
(EIEC) semelhantes a Shigella; estar, com eliminagdo de

muco e sangue nas fezes.
Periodo de incubacéo é de 8-
24 horas, com dose
infectante entre 10° a 108
celulas;

E. coli Produtora de enterotoxinas LT Em geral, manifesta-se com

enterotoxiganica (termoldbil) e ST (termoestavel); diarreia  aquosa.  Atinge

(ETEC) pessoas de varias faixas
etarias, onde as é&reas de

saneamento  basico  sdo

precarias;
E. coli entero- Viruléncia associada a produgdo -
hemorragica de citotoxina com destrui¢do das
(EHEC) microvilosidades, o que gera

Sangue nas fezes;

Fonte: Carvalho, 2010.

Nos paises tropicais, E. coli enteropatogénica classica (EPEC) demonstra maior
incidéncia de surtos por DTAs (Figura 5). No Brasil, ECEC é responsavel por acometer
30% dos casos de diarreia aguda em criancas em familias com baixa renda e idades
inferiores aos seis anos (CARVALHO, 2010). Enquanto a E. coli enterhemorragica
(EHEC) destaca-se por ser produtora da toxina Shiga, semelhante ao patdégeno Shigella
dysenteriae. Os bovinos destacam-se como hospedeiros assintomaticos da EHEC e a
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carne moida é um potencial veiculo de intoxica¢do para humanos quando contaminada
pela Shiga (TORTORA et al., 2017).

Figura 5. E. coli enteropatogénica cléassica (EPEC) em roxo, aderidas as paredes intestinais.

Fonte: Tortora et al., 2017.

Para o tratamento de diarreias ou surtos de gastroenterites causadas por E. coli, o
tratamento comum inclui uso de antibidticos e reidratacdo. Os métodos profilaticos mais
comuns, fazem por procedimentos de higienizacdo adequados das maos e realizar
cozimento dos alimentos acima de 100 °C (TORTORA et al., 2017).

2.6 Salmonella spp.

Salmonella spp. sdo representantes da familia Enterobacteriaceae, bacilos anaerébios
facultativos, produtores de sulfeto de hidrogénio (H2S) e maioria se mostra flagelados
(Figura 6). Apresentam pH ideal em 7, s@o sensiveis a concentragdes de cloreto de sédio
(NaCl) maiores que 9% e demonstram menor tempo de geracdo entre 35-37 °C. A
presenca da enzima cisteina desulfurase atribui a capacidade desse microrganismo
produzir H.S a partir da reducdo de amino&cidos sulfurados ou compostos sulfurados
inorganicos. Outras caracteristicas metabolicas, envolvem a capacidade de Salmonella
spp. descarboxilar aminoacidos como lisina e ornitina, bem como, reduzir nitrito a nitrato
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e utilizar citrato como principal fonte de carbono (CARVALHO, 2010; CHLEBICZ;
SLIZEWSKA, 2018).

Figura 6. Salmonella spp. em diferentes visualizagdes.

(A) Salmonella enteritidis sorotipo Typhimurium em &gar seletivo; (B) Microscopia Optica de Salmonella
enteritidis sorotipo Typhi para visualizagdo de flagelos; (C) Microscopia eletrénica de varredura de Salmonella

sp. Fonte: Cangussu, 2016.

Em geral, a nomenclatura para espécies de Salmonella é complexa e permanece
inconsistente nos aspectos taxondémicos, mas sdo reconhecidas trés espécies: S. enterica,
S. bongori e S. subterranea. O género Salmonella é dividido em sete subespécies, sendo
baseado em critérios de habitat usual, aspectos bioquimicos e condi¢des genéticas. Ha
cerca de 2500 sorovares, diferenciados pelas estruturas dos lipopolissacarideos presentes
na membrana externa da célula bacteriana (CHLEBICZ; SLIZEWSKA, 2018).

Sabe-se que os sorovares S. Enteritidis e S. Typhimurium se mostram adaptadas a
aves de producdo comercial, inviabilizando sua carne para comercializacdo quando
infectados e algumas vezes, provocam contaminagdo dos ovos. Nos produtos agricolas,
como hortaligas e frutas, a contaminacdo Salmonella spp. pode originar-se de material
fecal ou por aguas correntes contaminadas (TORTORA et al., 2017).

Quando comparadas aos outros bastonetes Gram-negativos, Salmonellas spp.
mostram-se relativamente resistentes a fatores ambientais. Além de demonstrarem
adaptacdo fisiologica entre valores de pH 7.0-7.5 (entre 3.8-9.5), temperatura de 35-43
°C (extremos 5-46 °C) e uma atividade hidrica (> 0,94), o que pode variar entre sorovares
e/ou cepas. Salmonella spp. apresentam sensibilidade a temperaturas superiores de 70 °C,
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porém essa propriedade de termorresistencia é influenciada pelo menor coeficiente de
atividade de agua disponivel no alimento. Esse patdgeno apresenta resisténcia a processos
de dessecacdo, congelamento, salmoura e defumacdo. Em condicdes &cidas, os efeitos
bactericidas dos agentes quimicos variam de acordo com a natureza do &cido utilizado no
processo de controle, sendo o acido acético e propidnico maior inibi¢do sobre o tempo de
geracdo de Salmonella spp., do que o &cido latico e citrico (BRASIL, 2011).

A partir de cada interacdo entre Salmonella spp. e hospedeiro, pode ocorrer
modificacbes em ambos, as quais favorecem o patdgeno. Esse fenbmeno envolve
mecanismos correlacionados as ilhas de patogenicidade, causado por genes
cromossémicos e plasmidiais. Sabe-se que a dindamica bacteriana, apos cada infeccao,
gera alteracOes gendmicas e protedmicos que aumentam o risco de patogenicidade do
agente etiolégico no hospedeiro. Consequentemente, ocorre alteracbes nos perfis
epidemiolégicos devido as modificacbes de Salmonella spp., tornando-se agravante a
saude veterinaria e humana (OLIVEIRA et al., 2013).

O mecanismo de infeccdo por Salmonella spp., inicia-se no momento em que 0
patdgeno atinge o TGI, penetra a mucosa pelas células M e se multiplica, podendo
alcancar o linfonodo e posteriormente, infectar células presentes na corrente sanguinea
(Figura 7). O periodo de incubacdo do patdgeno varia entre horas e dias, dependendo do
namero de células ingeridas e sorovar, 0s quais sao acometidos grupos de riscos criangas
e idosos. Em geral, as salmoneloses sdo doencas causadas por Salmonella spp., podendo
desenvolver quadros clinicos de febre ndo tifoide (gastroenterite) ou febre tifoide.
(TORTORA et al., 2017).

As gastroenterites bacterianas sdo causadas por sorovares de S. entérica,
transmitidos por consumo direto de alimentos ou animais contaminados, tais como carnes
(bovina e avicola), leites crus, ovos e derivados, bem como &guas ndo tratadas. O periodo
de incubacdo do patdgeno nas gastroenterites varia entre 12-36 horas, com sintomas que
incluem dores abdominais, diarreias e vomitos. No tratamento, é feito a reidratacdo e
repouso dos individuos aos casos leves, e se persistentes, deve-se adequar ao uso de
antibiéticos (BUSH; PEREZ, 2018).
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Figura 7. Sequéncia de etapas do mecanismo de infec¢do da Salmonella sp. no trato intestinal.
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Fonte: Tortora et al., 2017.

Aproximadamente entre 400-500 casos sédo reportados anualmente nos Estados
Unidos de febre tifoide, sendo os hospedeiros humanos os Unicos acometidos por agua e
alimentos contaminados por S. typhi ou por fezes de portadores desse patdgeno, com
periodo de incubacdo de 8 a 10 dias e tratamento apenas por antibiéticos. Durante o
tratamento, € observado a resisténcia a antibi6ticos, principalmente, de areas endémicas
(BUSH; PEREZ, 2018).

2.7 AGENTES ANTIMICROBIANOS
Os agentes antimicrobianos exercem efeitos bactericidas ou bacteriostaticos sobre 0s

microbios, sendo classificados quanto ao mecanismo de ac¢do. Os agentes bactericidas
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exercem efeito letal na célula bacteriana, matando diretamente. Enquanto os agentes
bacteriostaticos, inibem o crescimento da célula bacteriana (TORTORA et al., 2017).

Segundo Guimardes, Momesso e Pupo (2010) os antibioticos podem ser formulados
por substancias naturais de microrganismos, semissintéticas ou exclusivamente sintéticas.
Os mecanismos de agdo dos antibidticos provocam efeitos bacteriostaticos ou bactericidas
nas células bacterianas, tais quais, inibicdo da sintese do peptideoglicano da parede
celular (B-lactdmicos), bloquear o processo de traducdo, impedir a replicacéo dos acidos
nucléicos, gerar danos a membrana plasmatica ou inibir a sintese de metabolitos esséncias
(Figura 8).

Figura 8. Mecanismo de ac¢do dos antimicrobianos sobre as células bacterianas.

1. Inibicao da sintese de parede 2. Inibicao da sintese de protel-
celular: penicilinas, cefalospori-  nas: cloranfenicol, eritromicina,
nas, bacitracina, vancomicina. tetraciclinas, estreptomicina.

: Atividade
3. Inibicao da replicacao de enzimatica,
acidos nucleicos e da transcri- - sintese

, ¢ao: quinolonas, rifampina. ' ™ de metabolitos

essenciais

4. Dano a membrana plasma- 5. Inibi¢ao da sintese de
tica: polimixina B. metabolitos essenciais:
sulfanilamida, trimetoprim.

(1) inibidores de sintese da parece celular, (2) inibidores do processo de traducéo, (3) inibidores
da replicacdo dos &cidos nucléicos, (4) danos a membrana plasmaética e (5) inibidores da sintese
de metabdlitos esséncias. Fonte: Tortora et al., 2017.

As bactérias Gram negativas sdo mais resistentes a acdo dos antibiéticos por
apresentarem membrana externa a parede celular. Por isso, a natureza quimica da

molécula de antibiotico deve cruzar a parede celular por canais de porinas, nesses grupos.
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No tratamento de infecgdes por enterobactérias, sdo usados antibidticos B-lactamicos
(como ampicilina e cefalosporina, cujo alvo é a enzima transpeptidase), cloranfenicol
(blogueia  subunidades ribossémicas) e  Sulfonamidas/trimetoprim  (agentes
bacteriostaticos sinérgicos que atuam como antimetabdlitos do acido p-aminobenzoico)
(GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010; TORTORA et al., 2017).

2.8 RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

A resisténcia dos microbios aos antibioticos usados comumente na prética clinica
humana e veterinaria, tem sido uma dificuldade a se superar. Durante o primeiro contato
de uma populacdo bacteriana ao antibidtico, maior parte das células sofrem pelo efeito
bactericida. Porém, algumas outras células bacterianas sobrevivem e assumem
caracteristicas genéticas que aumentam sua taxa de sobrevivéncia, transmitindo essa
vantagem para as proximas geracOes. Sabe-se que a resisténcia por parte dos
microrganismos gera custo bioldgico e perda de energia para reproducdo, também
conhecido como fitness. Através de mecanismos compensatdrios, as bactérias tendem a
reverter sua resisténcia a antibidticos para diminuir o custo biol6gico e aumentar a taxa
do seu fitness (ALOS, 2015; COSTA; SILVA-JUNIOR, 2017).

Os mecanismos de variacdo genética que contribuem para a resisténcia bacteriana séo
oriundos de fendmenos como mutacgdo, recombinacao, transposicao ou troca de material
genético. A partir de tratamentos com concentra¢fes subinibitorias de antibidticos nos
hospedeiros infectados por bactérias patogénicas, pode facilitar no processo de resisténcia
a antibidticos. Esse mecanismo € induzido por em resposta ao estresse produzido nas
células bacterianas pelos antibioticos, contribuindo para a capacidade natural de
transformagc&o e recrutamento de genes de resisténcia (ALOS, 2015).

Geralmente, resisténcia a drogas esta ligada a transferéncia horizontal por plasmideos,
0s quais podem se autoduplicar independente do genoma bacteriano e ser compartilhado
por conjugacdo. Dentre 0os mecanismos de resisténcia aos antibioticos, sdo relatados
bloqueios da entrada da droga na célula, inativacdo da droga por enzimas, ocorréncia de
alteracdo nos sitios-alvo e efluxo celular da droga (Figura 9) (TORTORA et al., 2017).
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Figura 9. Principais mecanismos de resisténcia a antibioticos.
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(1) bloqueio de entrada, (2) inativacdo de enzimas, (3) alteragdo da molécula-alvo e efluxo do
antibiotico. Fonte: Tortora et al., 2017.

2.9 BIOFILMES BACTERIANOS

Através dos biofilmes microbianos, as células de diferentes espécies de
microrganismos podem interagir em um microambiente, aderidas a superficies e envoltas
por uma matriz de substancias poliméricas extracelulares. A formacéo dos biofilmes em
locais de processamento de alimentos, inicia-se a partir da proliferacdo de
microrganismos em pontos estratégicos a presenca de residuos proteicos, lipidicos ou por
carboidratos provenientes de produtos derivados lacteos e carneos. Assim, os biofilmes
bacterianos podem ser formados em equipamentos ou utensilios domésticos, devido a
falhas em processos de higieniza¢do e aumentando as chances de contaminagdo cruzada
(OLIVEIRA; BRUGNEIRA,; PICCOLLI, 2010; GIAOURIS et al., 2015). Dentre as
bactérias patogénicas, sdo evidenciados Salmonella enterica, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus como formadores de biofilmes microbianos em
superficies abidticas e bidticas (GIAOURIS et al., 2015).

Os mecanismos de resisténcia aos agentes microbianos proporcionam as células
presentes no biofilme bacteriano maior chance de sobrevivéncia e diminuem sua
sensibilidade a substancias inibitorias que interferem em seu metabolismo. A resisténcia



29

pode surgir por uso incorreto dos agentes, por exemplo, com quantidades inferiores ao
exigido do antimicrobiano. Outro fator que pode atribuir resisténcia é relacionado a
densidade populacional e a diversidade de espécies que compdem os biofilmes
bacterianos, as quais as células resistentes tendem a proteger as sensiveis durante a
aplicacdo dos agentes (OLIVEIRA; BRUGNEIRA; PICCOLI, 2010). A viruléncia nos
biofilmes mistos também se deve as interacGes intraespecificas e interespecificas que
ocorrem na comunidade bacteriana, as quais sdo capazes de compartilhar fatores

fisiolégicos, atribuindo a resisténcia aos antimicrobianos (GIAOURIS et al., 2015).
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3 OBJETIVOS
3.1 GERAL

Avaliar a qualidade microbioldgica de sanduiches naturais artesanais comercializados
em lanchonetes na UFPB, Campus I, a fim de verificar se os mesmos atendiam aos
padrdes microbioldgicos exigidos na legislacéo brasileira.
3.2 ESPECIFICOS

% Determinar a contagem padrdo em placas de bactérias mesoéfilas aerdbias e

contagem de coliformes totais e termotolerantes em amostras de sanduiches

naturais artesanais;

% Realizar uma pesquisa de Salmonella em amostras de sanduiches naturais

artesanais;

%+ Comparar os resultados obtidos com padrdes da legislacédo brasileira e com dados

da literatura pesquisada;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA DAS AMOSTRAS

Amostras de sanduiches naturais obtidos por processo artesanal foram adquiridas
mediante compra em lanchonetes dentro da UFPB, na cidade de Jodo Pessoa - PB, durante
0 periodo de agosto a setembro de 2018 (Figura 10). Os pontos de coletam foram
escolhidos devido a disponibilidade de amostras e representam locais fluxo intenso de
estudantes diariamente.

Figura 10. Mapa do Campus | da Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa — PB.

(2) CCHLA, (4) CCEN e (11) CE representam locais de coleta dos sanduiches naturais artesanais.
Fonte: UFPB.

Para cada produto, foram coletadas 3 unidades de amostras de diferentes lotes,
resultando em 9 unidades de sanduiches naturais artesanais coletadas. Todas as amostras

foram transportadas até o Laboratorio de Microbiologia de Alimentos, no Centro de
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Tecnologia da UFPB, em caixas isotérmicas contendo gelo, num prazo maximo de 30

minutos.

4.2 MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura utilizados atuaram no enriquecimento, isolamento e na
diferenciagio de microrganismos patogénicos em alimentos tais como Agua Peptonada,
Caldo Lactose, Agar para Contagem, Caldo Rappaport-Vassiliadis, Caldo Tetrationato,
Caldo Lauril Sulfato Triptose, Meio E. coli, Caldo Verde Bile Brilhante Lactosado, Agar
Bismuto Sulfito, Agar Hektoen Entérico, Agar Triplice Acucar Ferro, Agar Lisina Ferro

e Agar Mueller-Hinton.

Quadro 3. Relagdo de meios de cultura, com sua finalidade de utilizacdo, grupo aplicado e
componentes de formula no cultivo de coliformes totais, termotolerantes, Salmonella spp. e
sensibilidade microbiana.

Meio de cultura Finalidade Composicdo quimica
Agua Peptonada Cultivo de microrganismos Peptona, Cloreto de sddio
néo exigentes; (NaCl);
Agar Padréo para Contagem bacteriana; Caseina pancreética
Contagem (PCA) digerida,  Extrato  de

levedura, Glicose, Agar e

Agua deionizada;

Caldo Lauril Sulfato Deteccgdo de coliformes;  Digestdo enzimética de
Triptose (LST) caseina, lactose, Cloreto de
sodio, Fosfato

monopotassico,  Fosfato
dissadico, Lauril sulfato de

sodio;
Meio E. coli (EC) Deteccdo de coliformesa  Triptose, Lactose, Mistura
37°CeE.coliem de sais biliares, Fosfato
temperaturas de 44,5+  dipotassico, Fosfato
1°C; monopotassico, Cloreto de

sodio;
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Caldo Verde Bile Deteccéo de coliformes;

Brilhante Lactosado

(BVBL)
Caldo Lactose Cultivo de Salmonella e
coliformes;

Caldo Rappaport- Enriguecimento e

Vassiliadis (RV) isolamento seletivo de
Salmonella spp.;

Caldo Tetrationato (TT) Enriquecimento seletivo
para o cultivo de
Salmonella spp.;

Agar Bismuto Sulfito (BS) Isolamento seletivo de

Salmonella spp.;

Digestdo enzimatica de
gelatina, Lactose, Bile
bovina, Verde brilhante;
Digestdo enzimatica de
gelatina, Extrato de carne
bovina, Lactose;

Peptona da soja, Cloreto de
sodio, Fosfato de potéssio
monobasico, Fosfato de
potéssio dibasico, Cloreto
de magnésio anidro, Verde
malaquita;

Digestdo enzimatica de
caseina, Digestédo
enzimatica de tecido
animal, Sais  biliares,
Carbonato de  calcio,
Tiossulfato de sodio;
Digestdo enzimética de
caseina, Digestdo
enzimatica de tecido
animal, Extrato de de carne
bovina, Dextrose, Fosfato
dissddico, Sulfato ferroso,
Indicador Bismuto Sulfito,
Verde brilhante, Agar;
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Agar Hektoen Entérico
(HE)

Agar Base Xilose Lisina
(XLD)

Agar Triplice Aclcar
Ferro (TSI)

Agar Lisina Ferro (LIA)

Isolamento e diferenciacdo

de patdgenos entericos;

Isolamento e diferenciacdo

de patdgenos entéricos;

Diferenciacdo de micro-
organismos baseada na
fermentacao de dextrose,
lactose e sacarose e
producdo de sulfeto de

hidrogénio;

Meio diferencial para
identificacdo de bacilos

entéricos;

Digestdo enzimatica de
tecido animal, Extrato de
levedura, Mistura de sais
biliares, Lactose, Sacarose,
Salicina, Cloreto de sodio,
Tiossulfato de  sodio,
Citrato férrico amoniacal,
Azul  de

Fucsina 4cida, Agar;

bromotimol,
Extrato de  levedura,
Lactose, Sacarose, Xilose,
L-lisina, Citrato Feérrico
Amoniacal, Vermelho de
Fenol, Cloreto de sddio,
Desoxicolato de sodio,
Tiossulfato de sodio, Agar;

Digestdo enzimatica de

caseina, Digestédo
enzimatica de  tecido
animal, Levedura

enriquecida com Peptona,
Dextrose, Lactose,
Sacarose, Citrato férrico

amoniacal, Cloreto de

sodio, Vermelho de Fenol,

Agar;

Digerido pancreético de
gelatina, Extrato  de
levedura, Dextrose, L-

lisina, Citrato de amoénio
férrico, Tiossulfato de
sodio, Purpura de

bromocresol, Agar;
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Agar Mueller-Hinton Utilizado em testes de Extrato de carne bovina,
(MH) susceptibilidade Hidrolisado  acido  de
antimicrobiana através do ~ caseina, Amido e Agar;
método de difusdo em

disco

Fonte: Autor, 2018.

4.3 PREPARO DAS AMOSTRAS

Porgdes de 25 g do recheio de cada sanduiche natural artesanal foram transferidas
para um frasco contendo 225 mL de Agua Peptonada 0,1%, formando a diluicdo 107
Apo6s homogeneizacdo, aliquota de 1 mL do frasco foi transferida para um tubo contendo
9 mL do mesmo diluente, formando a diluicdo 102 Apds homogeneizagdo do tubo,
aliquota de 1 mL foi transferida para outro tubo contendo 9 mL do mesmo diluente,
formando a diluicdo 10°3. Esse procedimento foi repetido até a obtencao da dilui¢do 107,
tendo sido usadas diferentes diluicbes de amostras, de acordo com a andlise
microbioldgica realizada. Para a deteccdo de Salmonella spp., foi necesséria a utilizacéo
de uma segunda porc¢éo de 25 g do recheio de cada amostra, sem diluig&o.

4.4 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Amostras de sanduiches naturais artesanais foram submetidas as seguintes anéalises
microbiologicas: contagem padrdo em placas, contagem de coliformes totais e
termotolerantes pelo método do Numero Mais Provavel por grama (NMP/g) e detec¢édo

de Salmonella.

4.4.1 Contagem padrdo em placas

Aliquotas de 1 mL das diluices selecionadas de cada amostra (102 a 10 foram
semeadas em placas de Petri, previamente esterilizadas e identificadas, em duplicata. Em
seguida, foi adicionado cerca de 15-20 mL de PCA fundido e mantido a 45°C. Apos
homogeneizacdo do meio de cultura com o inoculo e posterior solidificacdo, as placas

foram invertidas e incubadas em estufa a 35 °C por 48 horas.
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Ao final do periodo de incubacéo, a leitura das placas que continham entre 25 e 250
colonias foi realizada com auxilio de um contador de col6nias, e o resultado médio de
cada amostra foi obtido, com base nas regras de contagem estabelecida na metodologia
adotada do Manual de Analise Bacteriologica. O resultado final foi expresso em unidades
formadoras de coldnias por grama (UFC/g) (BAM, 2018).

4.4.2 Contagem de coliformes totais e termotolerantes pelo método do NMP

A contagem de coliformes foi realizada em duas etapas denominadas fase presuntiva
e fase confirmativa.

Na fase presuntiva, foram transferidas aliquotas de 1 mL de cada diluig&o selecionada
(10, 102 e 10®) para uma série de trés tubos de ensaio, previamente identificados,
contendo 9-10 mL de meio LST com tubos de Durhan invertidos em seu interior.
Posteriormente, os mesmos foram incubados em estufa a 35 °C durante 48 £ 2 h, sendo
considerados positivos o0s tubos que continham gas no interior de tubo de Durhan ou
apresentaram efervescéncia quando levemente agitados.

Na fase confirmativa, foi transferida uma alcada da suspensédo contida em cada tubo
positivo de caldo LST, para tubos contendo 9-10 mL do BVBL e EC, para confirmagéo
de coliformes totais e coliformes termotolerantes, respectivamente. Apds inoculacéo, 0s
tubos de BVBL foram incubados em estufa a 35 + 2 °C e os tubos de EC em banho-maria
a45,5+ 0,2 °C, ambos por um periodo de 24 + 2 h. Posteriormente, foi realizada a leitura
dos tubos positivos nas trés diluicBes consecutivas para determinacdo do NMP, obtido

por meio de consulta a tabela de referéncia (BAM, 2018).

4.4.3 Deteccdo de Salmonella

A deteccdo de Salmonella spp. foi executada nas seguintes etapas: pré-
enriquecimento, enriquecimento seletivo, isolamento diferencial e confirmagéo
preliminar (BAM, 2018).

No pré-enriquecimento, foram adicionados 25 g do recheio de cada sanduiche natural
em um recipiente contendo 225 ml de Caldo Lactose deixado em temperatura ambiente
por 60 = 5 minutos e incubado posteriormente a 35 °C por 24 + 2 horas.

Apos a incubacdo, a etapa de enriquecimento seletivo consistiu na transferéncia de

0,1 mL e 1 mL das amostras, obtidas do prée-enguecimento, para tubos de ensaio contendo
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10 mL dos meios RV e TT, respectivamente. Antes de iniciar essa Ultima etapa, o TT foi
acrescido com 0,1 mL de verde brilhante e 0,2 mL de iodo. Em seguida, incubou-se 0s
tubos com TT em estufa a 35 £ 2 °C e RV em banho maria a 42 + 0,2 °C, durante 24 + 2
horas.

Para o isolamento diferencial, uma al¢ada foi transferida de cada um dos tubos usados
no enriquecimento seletivo, para placas contendo os seguintes meios de cultura: XLD,
HE e BS. Apos semeadura, as placas foram incubadas invertidas na estufa a 35 + 2 °C
por 24 horas. Para o0 BS, se ndo houver crescimento em 24 horas, podera ser reencubado
por até 48 horas.

Para confirmacdo preliminar, foram repicadas duas colénias suspeitas de salmonela
a partir de cada meio de cultura usado no isolamento diferencial para tubos com TSI e
LIA inclinados. Em ambos os tubos, por¢des das colonias foram repicadas no fundo e
estrias na rampa, seguindo por incubacédo a 35 + 2 °C por 24 horas. Os isolados de coldnias
tipicas, apresentavam caracteristicas de cor vermelha e centros pretos no XLD, verdes de
centros pretos para 0 HE e preto com tom metélico no BS. Assim, as mesmas foram
retiradas com um auxilio de agulha de inoculagdo e inoculadas em meio com picada.

A partir do TSI, a presenca de col6nias tipicas do género Salmonella foram
caracterizadas pela cor parpura na parte superior (reacdo alcalina), amarelo (reacéo acida)
na parte inferior e com producdo de gas H.S. Enquanto para o LIA, os tubos foram
avaliados como positivos se caso houvesse reacao alcalina completa do meio e producéo

de gas HsS.

4.5 TESTE DE SENSIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

Através da confirmacdo de Salmonella spp., a mesma foi submetida ao teste de
sensibilidade a antimicrobianos in vitro pelo método de disco-difusdo. Os agentes
antimicrobianos utilizados seguiram os antibiéticos descritos pelo Instituto de Normas
Clinicas e Laboratoriais (CSLI, 2018).

Foi utilizado uma placa de Petri previamente esterilizada e acrescentado meio
MH, até ser fundido a placa. Em seguida, foi realizado uma suspensdo bacteriana, de
forma ndo padronizada, a partir de de uma amostra contendo uma cultura pura de
Salmonella spp. em meio PCA, isolada do recheio de uma amostra de sanduiche natural

artesanal.
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Para a suspensdo, foram escolhidas as colonias de maior semelhanga morfoldgica
e o inoculo foi repassado, por uma alcada, para um tubo de ensaio com agua destilada
autoclavada. Apos realizada a transferéncia, agitou-se a alca de platina a fim de garantir
a homogeneizacao do inoculado ao solvente até atingir uma coloragéo turva. Com auxilio
de um swab, foi transferido o inoculo do tubo de suspenséo bacteriana para a placa de
Petri contendo meio MH. Foram feitos posteriormente movimentos semelhantes a estrias
de esgotamento em sentidos verticais e horizontais na superficie do meio. Os agentes
antimicrobianos  contendo  ampicilina 10 pg, ciprofloxacina 5 g,
sulfametoxazol/trimetoprima 25 pg e cloranfenicol 30 pg, foram distribuidos pela placa
de Petri. Esperando-se 15 minutos e depois as placas foram incubadas invertidas a 35 = 1
°C por 20 horas.

A leitura das placas consistiu em mensurar o comprimento da zona de inibi¢éo do
crescimento bacteriano, formado ao redor de cada disco de antibidtico. Assim, a
interpretacéo foi feita em consideracgéo a concentracdo de droga que define sensibilidade
ou resisténcia microbiana, do ponto de vista clinico (CSLI, 2018).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos trés produtos artesanais coletados (P-1, P-2 e P-3), um era comercializado no
local de producéo (P-1) e os demais (P-2 e P-3) eram produzidos e comercializados em
locais diferentes. Quanto ao tipo de embalagem, somente o produto P-1 era embalado
exclusivamente em filme plastico, enquanto os outros dois, além de filme plastico,
estavam dispostos em bandejas. Quanto ao prazo de validade, somente os produtos,

produtos P-2 e P-3 forneceram essa informacdo em seus rotulos (Tabela 1).

Tabela 1 - Descri¢do dos produtos artesanais, com principais ingredientes no recheio e
respectivos prazos de validade

Produtos Ingredientes no recheio Prazo de validade
P-1 Frango, cenoura, uvas-passas e maionese Né&o informado
P-2 Frango, cenoura, maionese e ricota 7 dias
P-3 Frango, cenoura e requeijao 3 dias

51 AVALIACAO MICROBIOLOGICA DOS SANDUICHES NATURAIS
ARTESANAIS

Os resultados da contagem padrdo em placa realizada em amostras de sanduiches
naturais artesanais (A-1, A-2 e A-3) de trés diferentes produtores (P-1, P-2 e P-3) estéo

descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Contagens de bactérias mesofilas em sanduiches naturais artesanais, com valores
expressos em unidade formadora de col6nia (UFC/q)

Produtos
Amostras P-1 P-2 P-3
A-1 1,4x10° 2,5x107 8,6x10*
A-2 2,5x108 1,6x10° 4,2x10*
A-3 7,2x103 2,5x107 3,6x10°

As contagens em todas as amostras variaram de 7,2x10’a 2,5x108 UFC/g, tendo
0 produto P-3 apresentado a menor variacdo entre repeticdes (menos de um ciclo
logaritmico), o que demonstra maior uniformidade na producéo, enquanto o produto P-1

apresentou variagdes de até cinco ciclos logaritmicos. Outro fator positivo no produto P-
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3 foi o valor maximo alcancado de 3,6x10° UFC/g nas contagens, sendo nos outros dois
produtos registrados valores acima de 10’ UFC/g.
Considerando que nao ha na legislacdo brasileira limite estabelecido para essa
andlise, os produtos ndo podem ser considerados impréprios ao consumo com base nesses
resultados, entretanto, nimeros elevados de bactérias contaminantes nesses alimentos
irdo contribuir para a reducao de sua vida Util, o que acarreta em prejuizos para o produtor.
Quanto aos relatos da literatura sobre a avaliagdo de bactérias mesofilas em
sanduiches naturais, Santana, Vieira e Pinto (2015) verificaram a ocorréncia desses
microrganismos em sanduiches comercializados em estabelecimentos com servico
delivery e os valores encontrados variaram de 102 a 6,4x10° UFC/g, enquanto Buyuyoruk
et al. (2014) relataram em sanduiches comercializados por vendedores ambulantes, na
Turquia, valores entre 10%e 10" UFC/g. Em outro estudo, Leite (2016) observou
contagens de bactérias mesofilas de 6,5x10° UFC/g em todas as amostras de sanduiches
coletadas em empresas de fast food. Esses resultados reforcam a necessidade de
monitoramento da qualidade microbioldgica de sanduiches naturais, tendo sido
demonstrada com frequéncia a ocorréncia de amostras com elevadas contagens de
bactérias mesdfilas totais.
Na avaliacdo de coliformes totais, todos os produtos apresentaram contagens
acima de 10® NMP/g, exceto para uma amostra do produto P-3, que obteve 2,4x102
NMP/g (Tabela 3).

Tabela 3 - Padrbes microbioldgicos de coliformes totais em sanduiches naturais artesanais, com
valores expressos em niimero mais provavel por grama (NMP/q).

Produtos
Amostras P-1 P-2 P-3
A-1 >1,1x108 >1,1x108 >1,1x108
A-2 >1,1x108 >1,1x108 2,4x10?
A-3 1,1x103 >1,1x108 >1,1x108

Apesar da contagem de coliformes totais ndo ser prevista na legislacdo como
requisito microbioldgico, sua ocorréncia em numeros elevados contribui para a reducéo
da vida util dos produtos, além de indicar problemas na qualidade bacteriologica da adgua.
A ocorréncia de coliformes em sanduiches naturais também foi relatada por outros

autores. Martins, Viana e Costa (2016) encontraram nimeros acima de 102 NMP/g em
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sanduiches naturais comercializados em cantinas de uma universidade de Presidente
Prudente — SP. Santana, Vieira & Pinto (2015), ao avaliarem sanduiches obtidos de
servigos delivery na cidade de Ouro Preto — MG encontraram contagens de coliformes
variando de 5x10 e 3,7x10% UFC/g, enquanto Buyuyoruk et al. (2014) relataram valores
entre 10 e 1,1x10% UFC/g em sanduiches comercializados por vendedores ambulantes na
Turquia.

Em outro estudo, os coliformes totais foram identificados quanto ao género, sendo
encontrados como predominantes em diferentes tipos de sanduiches as bactérias
Enterobacter, Proteus, Citrobacter e Klebsiella, em nimeros variando entre 1-119 UFC/g
(ALVES et al., 2016). Ainda, Almeida e Alves (2015) avaliaram a incidéncia de
Klebsiella spp. em sanduiches naturais comercializados em diferentes pontos de venda,
tendo obtido 70% das amostras contaminadas por esse género de coliforme.

Com relagéo a presenca de coliformes termotolerantes, os trés produtos avaliados
nessa pesquisa apresentaram pelo menos uma amostra com contagem acima do limite
maximo exigido (10> NMP/g) na RDC n° 12/01 da ANVISA (Tabela 4). Portanto,
nenhum dos produtos analisados nessa pesquisa estariam aptos ao consumo, com base

nesse requisito microbiologico.

Tabela 4 - Padrdes microbioldgicos de coliformes termotolerantes em sanduiches naturais
artesanais, com valores expressos em ndmero mais provavel por grama (NMP/q).

Produtos
Amostras P-1 P-2 P-3
A-1 >1,1x108 <3 1,1x103
A-2 >1,1x103 >1,1x103 9,2
A-3 <3 43 35

Em outras pesquisas sobre qualidade microbiol6gica de sanduiches naturais, 0s
coliformes termotolerantes foram encontrados com frequéncia e em nimeros acima do
limite da legislacdo. A contaminagdo por esses microrganismos foi descrita por El-
Shenawy (2016) ao avaliar setenta sanduiches comercializados na regido metropolitana
do Cairo — Egito, com todas as amostras apresentando contagens acima de 103 NMP/g.
Martins, Viana & Costa (2016) verificaram que cinco dos sete tipos de sanduiches
naturais analisados estavam contaminados com coliformes termotolerantes, tendo pelo

menos uma das trés amostras analisadas por produto apresentado contagens acima do
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toleravel. Souza, Santos & Santos (2017) também encontraram coliformes
termotolerantes em todos os seis tipos de sanduiches naturais pesquisados, tendo pelo
menos duas das cinco amostras analisadas por produto apresentado contagens acima do
limite estabelecido.

Esses resultados demonstraram a necessidade de maior controle dos alimentos por
parte dos 6rgdos fiscalizadores de suas regifes, de modo a evitar que produtos em
condi¢bes microbioldgicas insatisfatorias sejam comercializados. Ainda evidenciam a
deficiéncia do controle de qualidade na produgdo ou mesmo a inexisténcia deste, sendo
também responsabilidade da fiscalizacdo exigir as boas praticas na manipulacdo de
alimentos contidas na RDC n° 216/04 da ANVISA (BRASIL, 2004).

Ocorréncia de coliformes termotolerantes em alimentos representa um risco a
salde do consumidor, por si s6 ou porque sua presenca pode estar associada com outras
enterobactérias, como Salmonella spp (ALMEIDA; ALVES, 2015; SOUZA; SANTOS;
SANTOS, 2017).

Durante foi a deteccdo de Salmonella spp., foi observada colénias tipicas nos
meios XLD, HE e BS (Figura 11). Prosseguindo com a confirmag&o obtida nos meios
Agar TSI e LIA (Figura 12).

Figura 11. Colénias tipicas de Salmonella spp. nos meios XLD, HE e BS.

A B > c N

(A) meio XLD positivo; (B) meio HE positivo; (C) meio BS positivo. Fonte: Autor, 2018.
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Figura 12. Col®dnias tipicas de Salmonella spp. em meio Agar TSl e LIA.

(A) TSl e (B) LIA. Fonte: Autor, 2018.

A presenca de Salmonella sp. foi observada somente em uma das amostras de

sanduiches do produto P-3 (Tabela 5).

Tabela 5 - Deteccdo de Salmonella spp.

Produtos
Amostras P-1 P-2 P-3
A-1 Ausente Ausente Presente
A-2 Ausente Ausente Ausente
A-3 Ausente Ausente Ausente

Em outros estudos, também foi relatada a presenca de Salmonella spp. em sanduiches
prontos para consumo humano. El-Shenawy (2016) relatou a presenca desse patégeno
em, no minimo, trés das dez amostras coletadas em diferentes lanchonetes no Cairo —
Egito. Almeida e Alves (2015) confirmaram a presencga de Salmonella spp. em trés das
dez amostras coletadas em diferentes pontos de venda em Brasilia — DF. Fonseca &
Pereira (2013), Martins, Viana e Costa (2016) e Souza, Santos e Santos (2017) também
confirmaram contaminacg&o por Salmonella spp. entre seus sanduiches.

A ocorréncia de Salmonella spp. em sanduiches naturais pode ser devido ao uso de
ingredientes contaminados e de agua ndo potavel ou adocdo de préaticas de manipulagdo
inadequadas (ALMEIDA; ALVES, 2015). Dentre os ingredientes, destacam-se a carne
de frango e a maionese, tendo em vista que carnes de aves e ovos sdo considerados
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importantes reservatérios desse patogeno (HEREDIA; GARCIA, 2018). Entretanto, ndo
podem ser desconsideradas outras fontes de contaminacdo, especialmente o0s
manipuladores de alimentos (ARAUJO et al., 2018).

Com base nos resultados da avaliagdo microbioldgica de sanduiches naturais
artesanais comercializados na Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa — PB, foi
possivel verificar que nenhum dos produtos analisados atenderam as exigéncias da
legislagcdo quanto ao limite para coliformes termotolerantes e auséncia de Salmonella
spp., estando esses, portanto, improprios ao consumo.

Outra importante observacdo foi a ocorréncia de numeros elevados de coliformes
totais e bactérias mesofilas nesses produtos, indicando deficiéncia no controle de
qualidade dos ingredientes e/ou do processo de produgéo.

Por serem de facil preparo, os sanduiches naturais tém sido produzidos em
lanchonetes, supermercados, padarias ou mesmo a nivel doméstico para serem
comercializados em estabelecimentos comerciais ou nas ruas, por vendedores
ambulantes. Essa forma de producdo e comercializacdo dificulta a acdo dos Orgéos
fiscalizadores, que precisam estabelecer estratégias e intensificar suas acdes de modo a

assegurar o consumo de produtos com qualidade microbioldgica satisfatoria.

5.2 TESTE DE SENSIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

A estirpe de Salmonella sp. obtida de uma amostra do produto P-3 foi isolada e
posteriormente, submetida ao teste de sensibilidade a antimicrobianos (Figura 13). Os
resultados mostraram que a cepa desse patdgeno apresentou sensibilidade in vitro aos
antibioticos usados comumente em pratica clinica (Tabela 6).
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Figura 13. Estirpe de Salmonella sp. em meio PCA.

Fonte: Autor, 2018.

Tabela 6 - Sensibilidade in vitro a antimicrobianos testados, com halos de inibi¢do de crescimento
em milimetros (mm).

Antimicrobianos testados Halo de inibi¢&o de crescimento Sensibilidade
(mm) in vitro
Ampicilina >16 Sensivel
Ciprofloxacina >21 Sensivel
Sulfametoxazol/Trimetoprima >16 Sensivel
Cloranfenicol >18 Sensivel

Acredita-se que a sensibilidade da Salmonella spp. foi disseminada devido a falta
de presséo seletiva do meio e alta competitividade entre outros microrganismos, como
bactérias mesofilas, coliformes totais e termotolerantes em alimentos. N&o foram achados
na literatura trabalhos de pesquisa publicados nos ultimos cinco anos que corroborem
com nossos resultados sobre sensibilidade em cepas de Salmonella spp. isoladas a partir
de sanduiches.

Em outros alimentos, Tunon et al. (2008) observou que cepas de Salmonella spp.
apresentaram sensibilidade a cloranfenicol e Mendonca (2016) analisou a sensibilidade
dos sorovares S. Enteritidis e S. Typhimurium a ciprofloxacina, ambos a partir de carnes
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de frangos resfriadas e comercializadas por supermercados. Ribeiro et al. (2008)
observaram sensibilidade de S. Enteritidis a ampicilina, ciprofloxacina e cloranfenicol,
em amostras clinicas de frangos para corte e seus ambientes de abatedouro. Silva, Tejada
e Timm (2014) demonstraram a resisténcia de Salmonella spp. por ampicilina e
cloranfenicol, isolados de fezes de frango e humanos. Segundo Alés (2015), a resisténcia
de antibidticos por S. enterica é associada a perda da competitividade no meio e na
auséncia da pressdo seletiva, e podendo adquirir mutacbes que permitam reverter a

resisténcia para sensibilidade a antibioticos.
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6 CONCLUSOES

Os trés tipos de sanduiches naturais artesanais obtidos em lanchonetes da
Universidade Federal da Paraiba apresentaram amostras com coliformes termotolerantes,
em numeros que excediam aos padrées microbiologicos da legislacdo brasileira, estando
todos em condicOes insatisfatorias para consumo humano. Em um dos produtos (P-3),
aléem de problemas com coliformes termotolerantes, foi detectada a presenga de
Salmonella sp. em uma das trés amostras analisadas, razdo suficiente para reprovar o
produto com base nesse requisito. Além das inadequacOes apresentadas, a maioria das
amostras estavam contaminadas com bactérias mesofilas e coliformes totais em numeros
elevados, demonstrando deficiéncias no processo de producéo.

Acredita-se que os produtores e comercializadores dos sanduiches naturais artesanais
devem dar maior atencdo ao controle de qualidade, melhorando as condicGes higiénico-
sanitarias do processo a fim de evitar possiveis riscos de contaminacédo do produto. Além
disso, é preciso aumentar os esforcos por parte dos orgdos fiscalizadores na vigilancia
sanitaria e exigir que padrdes microbioldgicos sejam respeitados e limites tolerdveis da
carga microbiana para coliformes e bactérias totais possam ser definidos em alimentos

como sanduiches frios.
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