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Resumo

Nos ultimos vinte e cinco anos tem-se assistido a um aumento na procura de
servicos que disponibilizam refeigdes prontas a consumir. Contudo, esta tendéncia
trouxe problemas a nivel da seguranca e qualidade dos alimentos. Assim, tem-se vindo a
verificar um grande nimero de surtos de intoxicacdo alimentar documentados, a nivel
mundial, relacionados ndo s6 com o aumento de consumo de produtos minimamente
processados, como também com o incremento do comércio e distribui¢ao internacional,
e o aumento do numero de consumidores de grupos vulneraveis, como

imunodeprimidos.

Neste trabalho realizou-se um estudo microbioldgico de produtos destinados a
serem consumidos no dia de producdo. Os trés produtos escolhidos foram os seguintes:
sandes de pasta de atum, salada de alface e tomate e fruta laminada. De cada produto
foram recolhidas 15 amostras. Na realizacdo das andlises microbiologicas foram

utilizadas metodologias cléssicas e realizados sete parametros analiticos.

No total das amostras analisadas obtiveram-se, como resultados ndo satisfatorios
97,8% das amostras para Aeromonas hydrophila (A. hydrophila), 54,8% para coliformes
totais, 29,8% para Escherichia coli (E. coli), 60,0% para mesofilos e 55,6% para
Pseudomonas species (P. spp.). Os valores médios de contagens destes microrganismos
foram, respectivamente, 2,5x10° unidades formadoras de colonias por grama (ufc/g),

3,6x10° ufc/g, 1,4x10° ufc/g, 9,0x10 ufc/g e 4,9x10” ufc/g.

Para Staphylococcus aureus (S. aureus) e Bacillus cereus os resultados foram
satisfatorios em 95,6% e 97,8% da amostra com contamina¢des médias de 1,1x10 ufc/g

e 1,4x10 ufc/g, respectivamente.

Numa avaliacdo geral dos resultados dos trés alimentos analisados, todas as
amostras foram consideradas ndo satisfatorias, uma vez que todas elas apresentavam
pelo menos um parametro ndo satisfatorio. Apesar desta avaliagdo dos alimentos, o

perigo de intoxicacgdo alimentar para o consumidor saudavel € baixo.

Palavras-chave: controlo microbiologico, sandes, saladas, fruta laminada.
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Abstract

For the past twenty-five years consumers have changed their eating habits
resulting in an increase of services that provide ready to eat products. However, this
demand may result in severe infringements in safety and quality. Thus the great
numbers of documented foodborne outbreaks all over the world are due to the increase
consumption of minimally processed products, as well as the increase in international
trade and distribution, and the increase in the number of immune-compromised

consumers.

This study focused on a microbiological assessment of products with very low
shelf life. The chosen products were: tuna filled baguettes; lettuce and tomato salad,
assorted sliced fruit (from this point onwards referred as baguette, salad and fruit). From
each one of these categories fifteen samples were taken. All samples were analyzed

using standard plating techniques looking for seven specific microorganisms.

Unsatisfactory results were found in 97.8% of samples of 4. hydrophila, 54.8%
of total coliforms, 29.8% of E. coli 60.0% of mesophiles and 55.6% of P. spp. The
mean count values for these microorganisms were 2.5x10° colony-forming units per

gram (cfu/g), 3.6x10° cfu/g, 1.4x10° cfu/g, 9.0x10 cfu/g and 4.9x107 cfu/g, respectively.

The results obtained from the study of S. aureus and B. cereus were satisfactory
in 95.6% of the sample for the former and 97.8% for the latter. The mean contamination

for these samples was of 1.1x10 cfu/g and 1.4x10 cfu/g, correspondingly.

In general the results showed that all the samples are unsatisfactory, since each
and every one of them contained at least one microorganism at levels considered to be
unsatisfactory. However the probabilities of food poisoning for the general population

are low.

Keywords: microbiological control, sandwiches, salads, sliced fruit.
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Nos Paises Ocidentais, o estilo de vida ¢ cada vez mais intenso, € apesar de se
trabalhar menos horas, despende-se muito tempo em deslocagdes e outro tipo de
actividades ditas “obrigatorias” ndo deixando margem para a cada vez mais nitida
aspiracdo a autogestao do tempo de cada um, isto ¢ a passagem do tempo “‘suportado”
ao tempo “escolhido” (Samuel, 1984). Como consequéncia, verifica-se que cozinhar
deixou de ser uma prioridade (Costa, Schoolmeester, Deker & Jogen, 2007). Como
resposta a estas modificagdes verificou-se o aumento de produtos e servicos que
respondam as necessidades dos consumidores, facilitando o acesso a refei¢des pré-
preparadas. Assim o crescimento de refeigdes prontas a consumir tem vindo a evoluir de

uma forma rapida (Geeroms, Verbeke, & Kenhove, 2008).

Os consumidores comegaram a exigir produtos mais seguros e saudaveis,
reduzindo os aditivos e gorduras saturadas (Codron, Grunert, Giraus-Heraud, Soler &
Regmi, 2005). Verificou-se, assim, um aumento no consumo de vegetais e frutas frescas

com o minimo de processamento (Abadias, Alegre, Oliveira, Altisent & Vifias, 2008).

Os Estados Unidos da América, o Canadd, a Nova Zelandia e alguns paises
europeus, promoveram, as campanhas de recomendagdao de consumo diario de, pelo
menos cinco porcdes de frutas e vegetais, reforcando a introducdo destes alimentos nas

refei¢cdes (Abadias et al., 2008).

No Regulamento n.° 2073/2005 da Comissdo das Comunidades Europeias, de 15
de Novembro de 2005, relativo a critérios microbiologicos aplicaveis aos géneros
alimenticios, os alimentos prontos para consumo sdo ‘“alimentos destinados pelo
produtor ou fabricante a0 consumo humano directo, sem necessidade de cozedura ou
outra transformacdo, eficaz para eliminar ou reduzir para um nivel aceitdvel os

microrganismos perigosos”.

As refeicOes prontas a consumir definem-se como produtos consumidos no
mesmo estado em que sdo vendidos, incluem frutas e vegetais crus, em que consumidor
ndo tem que retirar o pedinculo ou folhas, descascar e/ou lavar, e nao incluem nozes

com casca ou inteiras (Australia New Zealand Food Authority [ANZFA], 2001).

Estes produtos podem igualmente ndo sofrer qualquer processamento térmico, e
podem ser considerados potencialmente perigosos para a saide, uma vez que, uma
eventual contaminacdo ndo sera minimizada ou eliminada antes do seu consumo

(ANZFA, 2001). Desta forma, ¢ de extrema importdncia um armazenamento seguro,
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tendo em conta a relagdo tempo/temperatura, € a sua manipulacao (Scientific Committee

on Food [SCF], 2002).

Os microrganismos fazem parte da flora dos frutos e vegetais, na sua maioria sao
Gram-negativos e pertencem ao grupo das Pseudomonas ou das Enterobacteriaceae. O
numero de bactérias presente pode apresentar valores médios de variagdo entre desde
10*a 10 ufc/g, de acordo com as mudangas climaticas e as estagcdes do ano. Os tecidos
interiores dos frutos e vegetais sdo, regra geral, considerados estéreis, contudo, hd a
possibilidade de estarem presentes, em baixo nimero, bactérias, devido a contaminagao

das aguas de irrigagao e lavagem (Lund, Glass, Cohen, Bern & Moe, 1986; SCF, 2002).

A sobrevivéncia e crescimento de agentes patogénicos dependem de factores
intrinsecos e extrinsecos dos alimentos. Nos primeiros encontramos composi¢ao
nutricional, pH, textura, valor da actividade da 4gua (ay,) e potencial redox do alimento.
Nos segundos encontramos a temperatura e a atmosfera circundante. Outro factor que
contribui para a contaminagdo e crescimento de bactérias nos vegetais e frutas sdo os
processos utilizados desde a sua germinagdo até chegar ao local de preparagdo (SCF,

2002).

Durante o crescimento, a contamina¢do ocorre através de solos e da dgua. Na
apanha, a contaminacao ocorre através das maquinas agricolas, com o corte dos vegetais
e consequente aumento da superficie de contacto criando-se as condi¢des propicias para
o crescimento microbiano e a infiltracdo dos microrganismos nos tecidos (SCF, 2002).
O periodo de armazenamento e de distribuicdo, a contaminagdo pode resultar da ac¢do
de pragas de roedores, insectos e aves. Na altura do processamento e da preparagao
ocorre através dos manipuladores ou de contaminagdo cruzada (World Health

Organisation [WHO], 2006).

Nos diferentes processos de corte aos quais os alimentos estdo expostos deste a
fase de produgdo primaria até ao consumidor final, a remocao da protec¢ao da planta ou
fruto através do corte, pde em causa a seguranca do produto. Os agentes patogénicos
existentes, tanto na superficie dos alimentos como nos equipamentos e utensilios de
corte, irdo contaminar as zonas expostas dos alimentos (SCF, 2002). Os diferentes
cortes dos vegetais provocam um aumento de seis a sete vezes no numero de
microrganismos iniciais (Garg, Churey & Splittstoesser, 1990; Francis, Thomas &

O'Beirne, 1999).

Pégina 3 de 51



As sandes podem ser definidas como qualquer tipo de pao, com recheio,
geralmente frio, e incluem sandes de pao de forma ou bola, baquetes, pao pita, wraps,
bagel, e outro pao do género. Nao inclui hamburgueres e outros que sejam produzidos e
consumidos quentes (The British Sandwich Association, 2007). Os recheios deste tipo
de produtos variam largamente, podendo conter produtos de conserva, maionese, ovos €

vegetais frescos.

A maionese ¢ um produto muitas vezes usado como molho nas sandes, e tem
estado na origem de muitos surtos de Salmonella, E. coli, L. monocytogenes, S. aureus,
Yersinia enterocolitica, entre outros. Desde, o surto, na Dinamarca, que provocou 10
mil casos, em 1955, foi determinado que o pH da maionese deveria ser inferior a 4,5,
uma vez que estes microrganismos patogénicos ndo se desenvolvem em meio acido.
Assim, os surtos existentes estdo associados principalmente com o uso de maionese
caseira, feita com ovos frescos contaminados, misturada com outros ingredientes e
mantida a temperaturas elevadas, ou incorrectamente manipulado no local de venda

(Lund, Baird-Parker & Gould, 2000; Fraser, 2008; Smittle, 2000).

Os alimentos sdo, assim, fonte de contaminagdo por agentes patogénicos para os
seres humanos. A probabilidade de ocorréncia de uma intoxicagdo alimentar depende da
quantidade de bactérias presentes, da dose minima infecciosa e da susceptibilidade do
individuo, que ingere o alimento. Os individuos do denominado grupo YOPI (young,
old, pregnant and imunosuppressed — jovens, idosos, gravidas e imunodeprimidos)
apresentam um risco elevado de contrair uma toxinfec¢do alimentar, de maior

severidade (SCF, 2002).

1.1. Objectivos do Trabalho

Tendo em conta os surtos verificados a nivel mundial, as suas consequéncias na
sade dos individuos e a sua importincia epidemioldgica crescente, procurou-se
determinar, neste trabalho, a qualidade microbioloégica numa unidade de restauragdo
com venda directa ao publico de refeicdes prontas a consumir a base de pasta de atum,

vegetais e fruta fresca laminada.

A realizacdo do objectivo principal dependeu da realizagdo dum conjunto de

trabalhos especificos:

e Levantamento de bibliografia na importincia epidemioldgica de refei¢des
prontas a comer;
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e Avaliagdo de factores de risco em produtos a base de pasta de atum, vegetais
e frutas frescas;

e Avaliagdo da qualidade microbioldgica geral (tipo de agentes bacterianos
contaminantes e em que quantidade estdo presentes);

e Determinacao da taxa de conformidade microbioldgica com base em critérios
microbiologicos;

e Elaboragao de recomendacdes para preparacdo e comercializagdo para este

tipo de produtos.

1.2. Epidemiologia

Nos ultimos anos tem-se verificado um aumento na incidéncia de surtos de
origem alimentar (Mukherjee, Speh, Jones, Buesing & Diez-Gonzalez, 2006). Nos
Estados Unidos da América (EUA), estima-se que, aproximadamente, 48 milhdes de
pessoas adoecem, destas 128 mil sdo hospitalizadas e 3 mil morrem de toxinfecgdes
alimentares, todos os anos. Os agentes patogénicos, mais comuns, que causam estas
doengas sdo Norovirus, Salmonella nao tiféide, Clostridium perfingens, Campylobacter

spp. € S. aureus. (Centers for Disease Control and Prevention [CDC], 2011a).

Os microrganismos frequentemente associados a surtos, com origem em vegetais
e fruta fresca, sdo bactérias, como Salmonella spp. € E. coli, virus, como virus de
Norwalk e da hepatite A, e parasitas, como Cryptosporidium e Cyclospora (Tauxe et al.,

1997).

Varios surtos tém ocorrido recentemente na América do Norte, envolvendo
legumes frescos, como tomates e pimentos. Em 2008 ocorreram 1442 casos, dos quais,
pelo menos, 286 foram hospitalizados, tendo ocorrido dois 6bitos. O agente patogénico
envolvido nestes dois casos mortais foi a Salmonella saintpaul (Center for Science in

the Public Interest [CSPI], 2012).

A Tabela 1 descreve alguns surtos de toxinfec¢do de origem alimentar
relacionados com vegetais e frutas frescas na Europa e na América do Norte entre 1994

e 2012.
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Tabela 1 - Surtos de toxinfec¢ao alimentar relacionados com vegetais e frutas frescos na Europa e na América do Norte, 1994-2012

Ano Produ.tos Agente Patogénico Pais de Origem do Pais do Surto Nimero de Casos Referéncia
envolvidos Produto
. i (Health Protection Agency

2012 Melancia Salmonella newport RU 30 [HPAL, 2012)
2011 Papaia Salmonella agona México EUA 106 CSPI, 2012)
2011 Meloas Salmonella panama Guatemala EUA 21 CSPI, 2012)
2010 Alface Lollo E. coli enterotoxigenica e Franca Dinamarca 260 (Ethelberg et al., 2012)

Bionda Norovirus
2010  Aipo Listeria monocitogenes (L. - EUA 10 (CSPI, 2012)

monogitogenes)

2008 Lomatee Salmonella saintpaul - EUA e Canada 1442 (CSPI, 2012)

pimentos
2007 Alface cortada e E. coli enterotoxigénica Holanda Holanda e Islandia 50 (Friesema et al., 2008)

embalada

. . . i (U.S. Food and Drug
2006 Espinafre E. coli O157:H7 EUA 200 Administration [FDA], 2007)
. . ‘L . (Soderstrom, Lindberg &
2005 Alface E. coli O157:H7 Suécia Noruega e Suécia 120+ Andersson, 2005)
2005 Alface Salmonella Typhimurium Espanha RU 96 (HPA, 2005)
2005 Alface Salmonella Typhimurium Espanha Finlandia e Suécia 60+ (Takkinen et al., 2005)
2004 Alface Salmonella newport Espanha RU 375 (HPA, 2004)
2003  Alface Salmonella braenderup Espanha RU 40 (HPA, 2003)
2000 Alface iceberg Salmonella newport Espanha RU 19 (Ward et al., 2002)
2000 Alface Salmonella Typhimurium - RU 361 (Horby et al., 2003)
2000 Alface Salmonella Typhimurium - Dinamarca ¢ 140 (Crook et al., 2003)
Alemanha
. . . Noruega, RU e (Frost, McEvoy, Bentley,

1994  Alface iceberg Shigella sonnei Espanha Suécia 218 Andersson & Rowe, 1995)
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A globalizagdo do comércio de vegetais e fruta, dentro da Unido Europeia
representa 17 milhdes de toneladas por ano (SCF, 2002). Estes movimentos de
mercadorias podem favorecer a ocorréncia de doengas provocadas por microrganismos

contaminantes deste tipo de alimentos (Little & Gillespie, 2008).

Em Inglaterra e Pais de Gales registaram-se 61 surtos de toxinfecc¢des
alimentares, em 2010. Destes, resultaram 1396 pessoas doentes, 82 hospitalizacdes e
cinco mortes. Neste ano verificou-se um decréscimo no niimero de surtos provocados
por Salmonella spp., assim o Campylobacter spp. foi o agente patogénico comumente
isolado, seguido pelo Norovirus, outros virus, e Salmonella spp.. Dos 61 surtos, quatro
tiveram origem em vegetais e frutos, um teve como agente patogénico o Norovirus, €

trés a Salmonella spp. (HPA, 2011).

Na Europa, em paises como Holanda, Inglaterra, Noruega, Suécia, Finlandia,
Dinamarca ¢ Alemanha, a alface tem sido o alimento mais implicado como veiculo de
infeccdo, nomeadamente por varias estirpes de Salmonella, E. coli e Shigella. Na
maioria dos surtos o provavel pais de origem da alface foi Espanha (Ethelberg et al.,
2012; Friesema et al., 2008; Soderstrom et al., 2005; HPA, 2003, 2004, 2005; Takkinen
et al., 2005; Ward et al., 2002; Horby et al., 2003; Crook et al., 2003; Frost et al.,
1995).

Nas sandes os principais microrganismos isolados sdo bactérias, como, C.
botulinum, Salmonella, E. coli, L. monocytogenes, S. aureus, Yersinia enterocolitica, e
todos os patogénicos associados a vegetais frescos (Foote, Jess & Remley, 2009) (Lund
et al., 2000). Descrevem-se de seguida alguns surtos relacionados com o consumo de

sandes, na Europa e nos EUA.

Num hospital Swansea, no Pais de Gales, em Dezembro de 2000, ocorreu um
surto associado ao consumo de sandes de maionese e ovos, cujo agente patogénico foi a
Salmonella indiana, devido provavelmente a deficiente pasteurizagdo dos ovos (Mason

etal.,2001).

Em 2002, verificou-se um surto num hospital em Cardiff, que envolveu dois
casos de contaminagdo por L. monocytogenes, em dois doentes internados. A fonte de
contamina¢do das sandes, de pasta de fiambre e pasta de atum, foi o pavimento da
fabrica que produzia estes produtos, que era limpo com os mesmos utensilios com que

se limpava a bancada. Este facto associado a temperatura a que as sandes eram
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conservadas, contribuiu para o crescimento bacteriano (Shetty, McLauchlin, O'Brien,

Howard & Davies, 2009).

Em Marco de 2009 ocorreu um surto num hotel em Dublin, na Irlanda, que
causou 27 casos por consumo de sandes de pasta de maionese e ovos, peru recheado e
galinha. A contaminacao dos produtos por norovirus atribui-se aos manipuladores

infectados (Nicolay et al., 2011).

Um surto de E. coli enterotoxigénica, ocorreu em seis estados dos EUA, em
Fevereiro de 2012, envolvendo 14 casos, com duas hospitalizagcdes. O surto foi
associado ao consumo de sandes com rebentos de alho, num restaurante de venda de

sandes (CDC, 2012).

1.3. Controlo de Qualidade Microbioldgica

No presente trabalho o controlo da qualidade microbioldgica dos trés produtos
prontos a consumir escolhidos foi realizada através de testes a presenga de sete
microrganismos: mesofilos, S. aureus, Bacillus cereus (B. cereus), coliformes totais, E.

coli, A. hydrophila e P. spp..

Os mesofilos sdo todos os microrganismos que crescem a temperaturas entre os
15 e os 40°C, aproximadamente, podem ser encontrados no solo € na agua e tém
capacidade de utilizacdo dos nutrientes presentes numa variedade de substratos, quer de
natureza vegetal, quer animal. Estes microrganismos podem também ser encontrados no
ar dos ambientes de processamento, podendo contaminar os alimentos. Estes locais
terdo uma maior ou menor contaminagdo de acordo com o niumero de trabalhadores,
sistema de ventilacdo e circulagdo do ar, sistema de escoamento, aguas de lavagem e
desinfeccdo dos locais, e acessos ao exterior (Al-Dagal, Mo, Fung & Kastner, 1992;

Salustiano, Andrade, Brandao, Azevedo & Lima, 2003).

No intervalo de temperatura 6ptimo, dos 30 a 37°C, os mesoéfilos t€ém um tempo
de geragdo curto, aproximadamente vinte minutos. Desta forma, os mesofilos sdo
indicadores do nlimero total de microrganismos presentes nos alimentos. A maioria das
toxinfecg¢des alimentares € provocada pelo grupo dos meséfilos, como S. aureus, E. coli

e B. cereus (Lerner & Lerner 2003; State Laboratory of the Canton Basel City, 2002).

S. aureus ¢ uma bactéria Gram positiva, pertencente a familia dos

Micrococcaceae. O seu nome tem origem na sua forma de cocos, agrupados em cacho e
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sao imoveis. Podem produzir enterotoxinas, que causam as intoxicagdes alimentares
(Cristino, 2000; Bergoll & Wong, 2006). Estes microrganismos estdo presentes na pele
e mucosas dos animais com capacidade termorreguladora. Entre 20 a 40% da populagao

humana saudavel ¢ portadora desta bactéria na nasofaringe (Cristino, 2000).

Os manipuladores de produtos alimentares, assim como, equipamentos €
superficies de producdo, sdo fontes de contaminagdo de S. aureus. Os alimentos
associados a toxinfec¢des por esta bactéria sdo produtos muito manipulados, com
recheios sobretudo contendo ovos, devido ao alto valor nutritivo, que favorece o
crescimento microbiolégico. Também os produtos que nao tenham atingido
temperaturas acima dos 60°C durante a confeccdo ou ndo sejam armazenados a
temperaturas abaixo dos 7,2°C estdo associados a estas toxinfecgdes. Sintomas como
vomitos intensos, nauseas, diarreia e dor abdominal ocorrem na toxinfec¢ao alimentar
por S. aureus. Estes sintomas tornam-se mais graves no grupo YOPI (FDA, 2005;

Cristino, 2000; Bergoll & Wong, 2006).

Este agente patogénico ¢ um indicador de manipulagdo incorrecta dos alimentos
e de armazenamento a temperaturas acima de 7,2°C (New South Wales Food Authority,
2009). No entanto, o S. aureus pode ver o seu crescimento inibido por se tornar incapaz
de competir pelos nutrientes com a microflora saprofita como Aeromonas, Bacillus e
Pseudomonas, e por modificagdo das condigdes ambientais para umas menos favoraveis

ao seu crescimento. (Jay, 2000)

B. cereus ¢ uma bactéria Gram positiva, que pertence a familia Bacillaceae, e ¢
um agente esporulado. O seu nome deve-se a sua forma de bacilo, ou seja, bastonetes,
grandes em dimensdo, e moéveis. Estes microrganismos podem provocar dois tipos
distintos de doenca, a emética e a diarreica, através da producdo de duas enterotoxinas

diferentes (Lopes, 2000).

Este microrganismo encontra-se distribuido pela natureza, podendo ser isolado
do solo, po, colheitas de cereais, vegetagao, pelos de animais, 4gua e matéria organica
em decomposi¢do. Os alimentos susceptiveis de contamina¢do sdo de origem animal e
vegetal, sendo os ultimos, no entanto, os mais perigosos, nomeadamente cereais como o
arroz. A doenga diarreica, especificamente, ¢ associada a alimentos, como a carne, leite,
vegetais e peixe. A doenca emética, por seu lado, esta associada ao arroz, e batatas,
massas, queijos, € também a preparados, como molhos, sopas e saladas (Lopes, 2000;
FDA, 2009).
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Os sintomas da toxinfec¢do por B. cereus do tipo diarreico sdo diarreia aquosa
acompanhada de colicas. O tipo emético apresenta como sintomas vOmitos € nauseas,
sintomas semelhantes aos provocados pelo S. aureus. (Lopes, 2000). Este agente ¢é

indicador de contaminagao ambiental (FDA, 2009; Lopes, 2000).

Os coliformes pertencem a familia das Enterobacteriaceae e sao bacilos Gram
negativos. Teoricamente, estas bactérias deveriam ser de origem intestinal, contudo
muitas delas apresentam conotagdo fecal baixa, tendo uma distribuicdo ubiquitaria, e

encontrando-se em solos, plantas e agua (de Sousa, 2000).

As principais fontes de contaminagdo por E. coli sdo fezes de animais e
humanos, que se encontram nas aguas e solos de campos agricolas. Igualmente, pode
haver contaminagdo do leite e da carne durante processos de ordenha, abate e
evisceragdo. Assim, como veiculos de contaminagdo consideram-se produtos horticolas
consumidos frescos, leite cru, queijo curado, carne e enchidos curados (Fratamico &
Smith, 2006). Este microrganismo ¢ um indicador de contaminagdo fecal (de Sousa,

2000).

Existem diferentes patotipos de E. coli, salienta-se, no entanto a E. coli
enterohemorrdgica (EHEC) que coloniza o tracto intestinal e produz verotoxinas, que
podem provocar além de uma colite hemorragica um sindroma hemolitico-urémico
sobretudo em criancgas até aos cinco anos de idade, e mais raramente purpura trombotica

trombocitopénica nos idosos (de Sousa, 2000; Fratamico & Smith, 2006).

As A. hydrophila sdo bacilos Gram negativos. Este microrganismo ¢ patogénico
sobretudo para animais aquaticos, como os peixes e anfibios, mas também para o ser
humano, através de ingestdo e de solucdes de continuidade como feridas cutaneas. Este
agente pode ser encontrado na dgua salgada, e também nas dguas residuais (Jay, 2000)
(Hajmeer & Fung, 2006). Os veiculos de contaminagdo alimentar podem ser peixe,

marisco, carne, € também vegetais (FDA, 2009; McMahon & Wilson, 2001).

As A. hydrophila foram associadas a dois tipos de toxinfec¢do, uma com
caracteristicas semelhantes a colera, que provoca diarreia aquosa, € outra que provoca
disenteria. Nos doentes imunocomprometidos, o agente pode causar uma infec¢ao
generalizada. No grupo infantil é frequente causarem uma doenca gastrointestinal. Este

agente ¢ indicador de contaminagdo ambiental (FDA, 2009).
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As P. spp. pertencem a familia das Pseudomonadaceae, ¢ sdo bastonetes Gram
negativos, que constituem o maior género de bactérias existentes em alimentos frescos,
pois a maioria das espécies e estirpes sdo psicrotroficas, desenvolvendo-se entre os 0 e

15°C (Moyer & Morita, 2007; Jay, 2000).

As fontes de contaminacdo dos alimentos sdao o solo e a agua. Os produtos
alimentares susceptiveis de contaminacdo sdo vegetais, carne, aves e marisco (Jay,
2000). Estes microrganismos raramente causam doen¢a em individuos saudaveis,
contudo podem infectar doentes imunodeprimidos, especialmente em contexto de
infeccdo nosocomial (Ducel ef al., 2002). Este agente ¢ indicador de ma lavagem,

desinfeccdo e degradacdo dos alimentos (Littlewood, 2007).
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Materiais e Métodos
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2.1. Amostragem

2.1.1. Colheita e Envio

A recolha das amostras foi realizada num restaurante localizado em Lisboa de
venda de refei¢des destinadas a ser consumidas no dia. Os trés produtos escolhidos

foram os seguintes:

e Sandes de pasta de atum, com ovo cozido, milho cozido, e produtos crus,
como alface, tomate e cenoura;

e Salada de alface e tomate;

e Fruta laminada, como carambola, pitaia, manga, papaia, kiwi, meldo, uvas,

ananas e laranja.

As sandes encontravam-se preparadas e prontas a consumir, acondicionadas num
saco de papel ndo selado, e armazenadas numa bancada refrigerada. A preparagdo das
sandes era realizada sobre uma bancada exclusivamente destinada a esse efeito. A

salada e a fruta laminada encontravam-se em cubas num expositor refrigerado.

As amostras foram recolhidas entre 23 de Maio e 22 de Junho de 2011, entre as
12h e 13h. Em cada dia foram recolhidas em sacos de amostra (Whirl-Pak®) uma
amostra de cada um dos produtos em estudo, no total de 45, 15 de cada produto. A
recolha das amostras foi aleatéria tendo sido removida uma fraccdo da salada e fruta
laminada contida na respectiva cuba. As sandes foram requisitadas directamente aos

funcionarios.

As amostras foram recolhidas de forma asséptica em contentor isotérmico e
analisadas no dia da colheita, no Laboratorio de Microbiologia Alimentar da Escola

Superior de Hotelaria e Turismo do Estoril.

2.2. Controlo Microbiolégico

2.2.1. Preparacao da Amostra

Os produtos foram analisados recorrendo a técnicas e metodologias classicas de
microbiologia alimentar. De cada amostra foram retiradas e medidas 10g numa balanga
centesimal (Kern® FOK 11K1M), que foram suspensos em 90 ml de 4gua peptonada
num saco de homogeneizador (Stomacher® Bags BA6041, Steward), homogeneizados
no equipamento Stomacher® 400 circulator (Seward) sendo obtida e solu¢do mae. De

seguida foram efectuadas diluicdes decimais. Por cada amostra foram analisados os
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seguintes parametros: 4. hydrophila, B. cereus, coliformes totais, E. coli, mesofilos, P.

spp. € S. aureus.

2.2.1. Pesquisa e contagem de Mesofilos

O meio de cultura utilizado na pesquisa de mesoéfilos foi o meio Plate Count
Agar (PCA) (Biokar, BK144HA). A sementeira foi realizada a 30°C durante 72 horas.

As colonias apresentam cor branca leitosa a amarela (Biokar Diagnostics, 2010).

2.2.2. Pesquisa e contagem de Staphylococcus aureus

O meio de cultura utilizado na pesquisa de S. aureus foi o Baird Parker RPF
Agar (Biokar, BS03408). O periodo de incubagdo das sementeiras ¢ 48 horas a 37°C. As
colonias apresentam cor cinza antracite ou preta, resultante da reducdo da telurite a
telurio, com producdo de halos opacos em volta das colonias (Biokar Diagnostics,

2010).

2.2.3. Pesquisa e contagem de Bacillus cereus

O meio de cultura utilizado na pesquisa de B. cereus foi o meio Mossel (Biokar,
BK116HA). A incubagdo foi realizada a 30°C durante 48 horas. As coldnias de
morfologia tipica de B. cereus apresentam-se cor-de-rosa, manitol negativas e com
contorno regular, achatadas e com halo opaco a volta, indicacio de produgdo de

lecitinase (Biokar Diagnostics, 2010).

2.2.4. Pesquisa e contagem de Coliformes Totais

O meio de cultura utilizado para identificacdo de coliformes totais foi o Violet
Red Bile Agar (Biokar, BK152HA). O periodo de incubagdo das sementeiras foi 24
horas a 37°C. As colonias de morfologia tipica sdo de cor carmim, com diametro de 0,5

mm ou mais (Biokar Diagnostics, 2010).

2.2.5. Pesquisa e contagem de Escherichia coli

A identificagdo de E. coli foi feita através do meio Tryptone Byle X-
Glucuronide Agar (Biokar, BK146HA). As placas foram incubadas a 44°C durante 24
horas. As colénias de morfologia tipica de E. coli identificam-se pela sua cor azul,

devido a ac¢do da B-D-glucuronidase. (Biokar Diagnostics, 2010).
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2.2.6. Pesquisa e contagem de Aeromonas hydrophila

A pesquisa de 4. hydrophila foi feita através do meio Ryan (Oxoid, SRO136E)
(Oxoid Limited, 2010). A incubagao foi realizada a 30°C durante 24 horas. As coldnias
de morfologia tipica sdo verdes escuras e opacas, com centros escurecidos. O meio de
cultura para isolamento e identificacdo de 4. hydrophila é baseado na formulagdo de
Ryan, ¢ uma modifica¢do do meio Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLD Agar), que
¢ utilizado para a deteccdo de Salmonela. Este meio torna-se mais selectivo pela adi¢ao

de ampilina (Fluka Analytical, 2007/2008).

2.2.7. Pesquisa e contagem de Pseudomonas spp.

O meio de cultura utilizado na pesquisa de P. spp. foi o Pseudomonas Agar Base
(Oxoid, SRO103E) (Oxoid Limited, 2010). O periodo de incubagdo das sementeiras ¢ 24
horas a 30°C. As colonias apresentam cor amarela clara com pigmentagdo verde. O
meio usa sais de magnésio e potdssio para promover a formacdo de piocianina, que

facilita a visualizagao das colénias (Lab M Limited, 2006).

2.3. Meétodo de Analise

Realizou-se a andlise quantitativa, descritiva e comparativa dos resultados
utilizando-se o software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versao

17.0.0 de 2008, Agosto, 23.

2.4. Método de Classificacao

ApOs a leitura e interpretacao dos resultados as amostras foram parametrizadas
em satisfatorio, aceitdvel e ndo satisfatorio, segundo os valores guia utilizados na

avaliacdo da qualidade microbiologica, apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Valores Guia

Qualidade Microbioldgica (ufc/g)

Microrganismo Alimento o . Nio Inaceitavel/
Satisfatorio Aceitavel Satisfatério potencialmente
perigoso
Mesofilos
(Santos, M., Sandes <10 >10°<10* >10* )
Correia, C., Cunha, Saladas e 4 6
M., Saraiva, M., Frutas <10* >10"<10 >10 B
Novais, M., 2005)
S. aureus Todos <102 i >10%<10* >10*
(Santos et al, 2005)
B. cereus Todos <10>  >10%>10°  >10%<10* >10°
(Santos et al, 2005)
Coliformes Sandes <10 >10>10° >10° i
Totais Saladas e 5 4 .
(Santos et al, 2005)  Frutas =10 >10°=10 >10 -
Sand < - >
E. coli Sa?a?daesse " = )
A. hydrophila
(Mattick & Todos <10? - >10° -
Donovan, 1998)
P. spp
(Guerzoni,
Gianotti, Corbo, & 6 6 -
Sinigaglia, 1996; Todos <10 - >10

Garcia-Gimeno &
Zurera-Cosano,
1997; HPA, 2009)
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Resultados
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3.1. Estatistica Descritiva

Depois de constituida a amostra foi realizada uma anélise descritiva da mesma,
com recurso a medidas de tendéncia central (média amostral e mediana amostral),
medidas de dispersao (desvio padrdo, amplitude inter-quartil (AIQ) e coeficiente de

variagdo (CV)) e andlise grafica. Os resultados constam na Tabela 1 e nos Graficos.

A média ¢ a medida de localizacio mais frequentemente usada e ¢ obtida
dividindo a soma de todos os valores numéricos observados pelo numero de
observagdes. A mediana divide ao meio o conjunto de valores observados e define-se
como o valor que, depois das observagdes ordenadas por ordem crescente, divide a
amostra de forma que 50% das observagdes sejam superiores ou iguais a mediana e 50%
sejam inferiores ou iguais a mediana. Ambas sdo medidas de localizagdo central e

representam um valor a volta do qual se distribuem os dados.

O desvio padrao ¢ uma medida de variabilidade e mede a dispersao dos valores
em torno da média. Quanto maior o valor do desvio padrdo, maior a variabilidade dos

dados.

A AIQ reflete a variabilidade de metade das observagdes centrais e corresponde
a diferenca entre o 3° quartil (i.e. o valor superior ou igual a 75% das observagdes,
ordenadas por ordem crescente) e o 1° quartil (i.e. o valor superior ou igual a 25% das
observagdes, ordenadas por ordem crescente). Esta medida serd tanto maior quanto

maior a variabilidade dos dados.

O CV ¢ uma medida de dispersdo relativa ao valor da média (corresponde ao
desvio padrdao a dividir pela média amostral) e ¢ expresso em percentagem. Permite
comparar a variabilidade de grupos diferentes (com médias diferentes) relativamente a
mesma variavel. Quanto menor o valor do coeficiente de variagdo mais homogéneos sdao

os dados.
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Tabela 3 - Estatistica Descritiva dos Resultados

/3 . Desvio 1 2
Microrganismos Produto Média Mediana Padrao AIQ cv

(ufc/g) (ufc/g) (ufc/e) (ufc/g) (%)

Total 1,4x10® 2,4x10° 5,2x10° 2,9x10’ 371,4

Sandes 2,5x10’ 8,2x10° 3,4x10’ 2,9x10’ 136

Mesofilos

Salada 2,2x10® 1,8x10° 7,1x10° 3,1x10° 322,7
Fruta 1,8x 10® 1,0x10° 5,6x10° 1,1x10® 311,1
Total 1,1x10 <10 6,1x10 <10 5545

Sandes <10 <10 <10 <10 0

S. aureus
Salada 2,6x10 <10 1,0x10? <10 384.6
Fruta 6,7 <10 2,5x10 <10 373,1
Total 1,4x10 <10 4,0x10 <10 285,7
Sandes 2,0x10 <10 5,6x10 <10 280
B. cereus .
Salada 6,7x10° <10 2,6 <10 388,1
Fruta 2,0x10 <10 4,1x10 <10 205
Total 3,6x10° 2,1x10* 1,2x10° 1,5x10° 333,3
Coliformes Sandes  5,3x10° 5,7x10* 1,6x10° 1,7x10° 3019
Totais Salada 4,9x10° 6,0x10" 1,3x10° 2,8x10° 265,3
Fruta 7,7x10* 6,1x10° 2,5x10° 1,6x10* 324,7
Total 9,0x10 1,0x10 2,1x10? 6,0x10 233,3
Sandes 1,8x10? 1,0x10° 2,2x10° 4,9x10° 122,2
E. coli 5

Salada 8,3x10 <10 2,7x10 3,0x10 325,3
Fruta 1,1x10 <10 2,9x10 1,0x10 263,6
Total 2,5x10° 49x10° 5,3x10° 2,0x10° 212
A. Sandes 4,1x10° 6,3x10* 7,4x10° 7,1x10° 180,5

hydrophila Salada 1,6x10° 2,2x10* 3,0x10° 2,0x10° 187,5

Fruta 1,8x10° 1,3x10° 4,5x10° 1,4x10° 250

Total 4,9x10’ 2,1x10° 1,1x10® 2,8x10’ 224.5

Sandes 2,9x107 4,0x10° 5,9x107 4.8x107 203,4
P. spp.

Salada 7,0x10’ 2,3x10° 1,5x10® 2,0x107 2143

Fruta 4,7x10’ 4,7x10* 9,1x10’ 3,6x10’ 193,6

TAIQ = Qs5 — Qus 2cy = Resvio Padrdo 46094

Média
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Grafico 1 - Distribui¢do das Amostras de Sandes, Salada e Fruta para cada Parametro

Através da leitura da tabela 3 podemos observar que os valores da média e da
mediana de mesofilos na amostra total e nas amostras de sandes, salada e fruta sdo,
respectivamente, 1,4x10® ufc/g e 2.4x10° ufc/g, 2,5x10’ ufc/g e 8,2x10° ufc/g, 2,2x108
ufc/g e 1,8x10°ufe/g, e 1,8x10% ufc/g e 1,0x10° ufc/g.

Os valores apresentados para cada uma das amostras dos trés produtos sdo
proximos, sendo de referir que a amostra de sandes apresenta valores de desvio padrao e
de CV inferiores, refletindo uma menor dispersdo dos dados em torno da média.
Relativamente ao valor da AIQ observa-se que a amostra de saladas ¢ a que apresenta o
valor mais baixo e que a amostra de frutas ¢ a que apresenta o valor mais elevado. Esta
medida reflete a dispersdo dos valores centrais da amostra ordenada e pode ser
visualizado através do diagrama de extremos e quartis (box plof) onde a dimensao das

caixas ¢ maior para a amostra de frutas e menor para a de saladas.

Os valores da média e da mediana na amostra total e nas amostras de sandes,
salada e fruta de S. aureus sdo respectivamente 1,1x10 ufc/g e <10 ufc/g, <10 ufc/g e

<10 ufc/g, 2,6x10 ufc/g e <10 ufc/g, 6,7 ufc/g e <10 ufc/g.

Os valores dos produtos sdo proximos, mostrando dispersdes em torno da média
semelhantes, com excep¢do da amostra de sandes, uma vez que ndo se obteve resultados

positivos para a presenca do microrganismo. O valor da AIQ para todas a amostras tem

Pégina 20 de 51



valor inferior a 10 ufc/g, o que se deve ao valor do 3° quartil ser inferior a 10 ufc/g, que

indica que pelo menos 75% das observagdes tém contagens inferiores a 10 ufc/g.

Os valores apresentados na pesquisa de B. cereus para a média e a mediana da
amostra total e amostras dos produtos selecionados (sandes, saladas e fruta laminada)
sdo 1,4x10 ufc/g e <10 ufc/g, 2,0x10 ufc/g e <10 ufc/g, 6,7x10" ufc/g e <10 ufc/g, e

2,0x10 ufc/g e <10 ufc/g, respectivamente.

Os valores dos produtos sdo proximos, sendo de referir que o valor do CV da
amostra de saladas apresenta um valor mais elevado, que reflete uma maior dispersao
dos dados em torno da média. O valor da AIQ para todas a amostras tem valor inferior a
10 ufc/g, o que se deve ao valor do 3° quartil ser inferior a 10 ufc/g, que indica que pelo

menos 75% das observagodes t€ém contagens inferiores a 10 ufc/g

A pesquisa de coliformes totais apresenta os seguintes valores para a média e a
mediana da amostra total e amostras de sandes, saladas e fruta laminada: 3,6){105 ufc/ge
2,1x10* ufc/g, 5,3x10° ufc/g e 5,7x10" ufc/g, 4,9x10° ufe/g e 6,0x10* ufc/g, e 7,7x10°

ufc/g e 6,1x10° ufc/g, respectivamente.

Os valores apresentados para cada uma das amostras dos trés produtos sao
proximos, assim como os valores do CV, que indica uma dispersdao semelhante dos
dados das amostras dos trés produtos em torno da média. Relativamente ao valor da
AIQ observa-se que a amostra de fruta laminada € a que apresenta o valor mais baixo e
que a amostra de salada ¢ a que apresenta o valor mais elevado. Esta medida reflete a
dispersdo dos valores centrais da amostra ordenada e pode ser visualizado através do

grafico 1 onde a dispersdo ¢ maior para a amostra de salada e menor para a de fruta.

Os valores da média e da mediana na amostra total ¢ nas amostras de sandes,
salada e fruta de E. coli sdo, respectivamente, 9,0 x 10 e 1,0 x 10, 1,8 x 10%¢e 1,8 x 102,

8,3 x 10 e zero, e 1,1 x 10 e zero ufc/g.

Os valores dos trés produtos sdo proximos, sendo de referir que a amostra de
sandes apresenta o valor de CV inferior, indicando uma menor dispersdo dos valores
centrais da amostra ordenada. Relativamente ao valor da AIQ observa-se que a amostra
de fruta laminada ¢ a que apresenta o valor mais baixo e que a amostra de sandes ¢ a
que apresenta o valor mais elevado. Esta medida reflete a dispersdo dos valores centrais
da amostra ordenada e pode ser visualizado através do grafico 1 onde dispersao ¢ maior

para a amostra de sandes e menor para a de fruta.
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Os valores apresentados na pesquisa de A. hydrophila para a média e a mediana
da amostra total e amostras dos produtos selecionados (sandes, saladas e fruta laminada)
sdo, respectivamente, 2,5 X 10° e 4,9 x 103, 4,1 x 10° e 6,3 x 104, 6,3 x 10* ¢ 2,2 x 104, e
1,8x 10° e 1,3 x 10° ufc/g.

Os valores dos produtos sao proximos, de referir que o valor do CV da amostra
de fruta apresenta um valor mais elevado, que reflete uma maior dispersdo dos dados
em torno da média. O valor da AIQ para a amostra de sandes ¢ superior, enquanto que o
valor da amostra de fruta laminada ¢ inferior. Esta diferenca das amostras pode ser
visualizada no grafico 1, onde a dispersdo da amostra de sandes ¢ maior e a da amostra

de fruta laminada é menor.

A pesquisa de P. spp. apresenta os seguintes valores para a média e a mediana da
amostra total e amostras de sandes, saladas e fruta laminada: 4,9)(107 ufc/g e 2,1)(106
ufc/g, 2,9)(107 ufc/g e 4,0)(106 ufc/g, 7,0)(107 ufc/g e 2,3)(106 ufc/g, e 4,7)(107 ufc/g e

4,7x10" ufc/g, respectivamente.

Os valores dos trés produtos sdo proximos, sendo de referir que a amostra de
salada apresenta o valor de CV superior, indicando uma maior dispersao dos valores
centrais da amostra ordenada. Relativamente ao valor da AIQ observa-se que a amostra
de fruta laminada ¢ a que apresenta o valor mais baixo € que a amostra de sandes ¢ a
que apresenta o valor mais elevado. Esta medida reflete a dispersdo dos valores centrais

da amostra ordenada, que ¢ maior para a amostra de sandes e menor para a de fruta.

3.2. C(lassificacdo das amostras em funcio do parametro

microbioldgico

A avaliacao microbiologica das amostras (sandes de pasta de atum, salada de
alface e tomate, e fruta laminada) foi feita com base em valores guia e com base em
valores referenciados em autores (Mattick & Donovan, 1998; Santos et. al, 2005;

Guerzoni et al., 1996; Garcia-Gimeno & Zurera-Cosano, 1997; HPA, 2009).
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Tabela 4 - Caracterizacio e Avaliacdo Microbiologica dos Produtos Prontos a
Consumir

Percentagem de amostras dentro dos seguintes

intervalos (%)

Microrganismos Produto Satisfatorio Aceitavel Nao Satisfatorio
Meséfilos Total 0,0 40,0 60,0
Sandes 0,0 4.4 28.9
Salada 0,0 13,4 20,0
Fruta 0,0 22,2 11,1
S. aureus Total 95,6 - 4,4
Sandes 33,4 - 0,0
Salada 31,1 - 2,2
Fruta 31,1 - 22
B. cereus Total 97,8 2,2 0,0
Sandes 31,2 2.2 0,0
Salada 33,3 0,0 0,0
Fruta 33,3 0,0 0,0
Coliformes Total 0,0 45,2 54,8
Totais Sandes 0.0 0,0 33,3
Salada 0,0 19,0 14,3
Fruta 0,0 26,2 7,2
E. coli Total 57,8 11,1 28,9
Sandes 6,7 - 26,6
Salada 22,2 8,9 8,9
Fruta 28.9 2,2 2,2
A. hydrophila  Total 2,2 - 97,8
Sandes 0,0 0,0 333
Salada 2,2 0,0 33,2
Fruta 0,0 0,0 33,3
P. spp. Total 44,4 - 55,6
Sandes 6,7 - 26,6
Salada 13,3 - 20,0
Fruta 24.4 - 9,0
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No que respeita a mesofilos obtiveram-se 60% de resultados ndo satisfatorios, e
a restante percentagem de resultados foi considerada aceitavel. O produto com maior
percentagem de amostras com resultados ndo satisfatorios foi as sandes, com 86,7%,
seguido das saladas com 60%. Nos resultados das analises realizadas a fruta laminada

encontrou-se 66,7% de amostras aceitaveis e apenas 33,3% nao satisfatorias.

Na quantificagdo de S. aureus os resultados foram considerados satisfatorios em
95,6% e nao satisfatorios em apenas 4,4% da amostra. Este ultimo resultado

corresponde a uma amostra de salada e uma de fruta laminada.

Quanto a B. cereus os resultados das analises foram considerados satisfatorios

em 97,8% e aceitaveis em 2,2% da amostra total.

No que respeita a coliformes totais obteve-se como resultados ndo satisfatorios
54,8% do total da amostra, ¢ 45,2% de resultados aceitaveis, havendo, portanto, sempre
deteccao deste parametro em todas as analises realizadas. As sandes foram o produto
cujo total da amostra foi considerado ndo satisfatorio. Relativamente as saladas, os
resultados foram aceitaveis em 60,0% e ndo satisfatorios em 40,0%. A pesquisa deste
parametro nas frutas laminadas revelou que 80,0% da amostra apresentou resultados

aceitaveis, e apenas 20,0% foram resultados nao satisfatorios.

Quanto a E. coli, os resultados demonstram que 28,9% das amostras foram
consideradas nao satisfatorias, 11,1% resultados aceitaveis, e 57,8% resultados
satisfatorios. As sandes apresentam uma maior percentagem de amostras com valores
considerados ndo satisfatorios (80,0%). Contrariamente, para as saladas e frutas, a maior
percentagem de amostras foi caracterizada como satisfatoria (66,7% e 86,7%,

respectivamente).

Do total das amostras analisadas para A. hydrophila 97,8% foram consideradas
ndo satisfatorias. Na deteccdo desta bactéria, por tipo de amostra, encontramos valores
muito semelhantes. A totalidade das amostras de sandes e fruta laminada foram
consideradas ndo satisfatorias e na amostra de salada obteve-se 93,3% dos resultados

ndo satisfatorios.

A quantificagdo de P. spp. revelou que 55,6% dos resultados foram nao
satisfatorios. Na andlise por produto, as amostras de sandes representaram 80,0% das
amostras nao satisfatorias e as saladas 60,0%. As frutas laminadas destacam-se com o

maior numero de amostras com resultados satisfatorios (73,3%).
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3.3. Avaliagdo da Qualidade Microbioldgica dos Produtos

Uma forma de avaliar a amostra total ¢ classifica-la de acordo com a qualidade
microbiologica, nomeadamente a quantidade de amostras que obtiveram resultados ndo
satisfatorios de acordo com os valores guia utilizados (Santos et al., 2005; Mattick &
Donovan, 1998; Guerzoni et al., 1996; Garcia-Gimeno & Zurera-Cosano, 1997; HPA,
2009). A tabela 5 mostra a distribui¢do percentual da amostra total, de sandes, de salada

e de fruta laminada, que obtiveram 1, 2, 3, ou mais de 4 parametros nao satisfatorios.

Tabela 5 — Ordenacao das amostras em funcio do nimero de parametros
microbiologicos nio satisfatorios

Total Sandes Salada Fruta
Amostras Nio
com 1 . L. 24.5% 0,0% 6,7% 17,8%
n Satisfatorios
parametro
Amostras Nio
com 2 . L. 11,1% 0,0% 6,7% 4,4%
N Satisfatorios
parametros
Amostras Nio
com 3 . L. 22.2% 4,4% 11,1% 6.,7%
n Satisfatorios
parametros
Amostras Niio
com 4+ . . . 42.2% 28.9% 8,9% 4,4%
A Satisfatorios
parametros

De todos os alimentos analisados ndo houve nenhuma amostra considerada

satisfatoria, pois existiu sempre um parametro com resultado nao satisfatorio.

De acordo com a tabela acima, verificou-se que a amostra total obteve 24,5%
das amostras com um parametro ndo satisfatorio, destes 6,7% sdo da amostra de saladas
e 17,8% sdo da amostra de fruta laminada. A amostra de sandes ndo obteve nenhuma

amostra com um sé parametro nao satisfatorio.

Quando analisadas as amostras para dois pardmetros nao satisfatorios observou-
se uma diminui¢do na percentagem total (11,1%), para este contribuiu uma diminuigado
no numero das amostras de fruta laminada (4,4%). De novo a amostra de sandes nao

obteve amostras com apenas dois parametros ndo satisfatorios.
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Relativamente a amostras com trés parametros nao satisfatorios observou-se um
aumento na percentagem total, 22,2%, que ficaram distribuidas pelos 3 produtos,

contribuindo a salada com metade deste valor (11,1%).

Nas amostras com quatro ou mais parametros nao satisfatorios verificou-se um
aumento acentuado na percentagem total, sendo o produto que mais contribuiu as
sandes, com 28,9% de 32,2%. Enquanto a amostra de saladas manteve o valor
percentual de parametros ndo satisfatorios (8,9%), a amostra de fruta laminada voltou a

diminuir esse valor (4,4%).
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Discussao
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Quando comparados a estudos presentes na literatura, os resultados obtidos neste
trabalho apresentam em alguns aspectos valores semelhantes (Christison, Lindsay &
Von Holy, 2007), contudo a maioria revela valores diferentes (Zhuang, Barth &
Hankinson, 2003; Fang, Wei, Liao, Hung & Wang, 2003; Valero, Herndndez-Herrero &
Giner, 2007; Berrang & Brackett, 1989).

Na contagem de colonias de mesoéfilos obtiveram-se resultados que variaram
entre: 3),9)(102 ufc/g a 9,6x10’ ufc/g nas sandes; 1,2x10° ufc/g a 2,8)(109 ufc/g nas
saladas; e 2,2)(104 ufc/g a 2,8)(109 ufc/g na fruta laminada.

De acordo com Zhuang et al. (2003) o numero de mesofilos presente em
vegetais cortados varia entre 1,0x10* ufc/g e 1,0x10° ufc/g, e para fruta laminada entre
1,0x10% ufc/g e 1,0x10° ufc/g, de acordo com o produto, a época do ano e a regido onde
¢ cultivado. Um estudo efectuado em Joanesburgo, na Africa do Sul, obteve valores na
pesquisa de mesofilos de 1,0x10 ufc/g em saladas de vegetais, 1,0x10° ufc/g em
saladas de fruta laminada, e 1,0x10” ufc/g em sandes com pastas de carne e queijo
(Christison et al., 2007). Assim, no presente estudo verificou-se uma diferenga de mais
duas ordens de magnitude logaritmica em relagdo aos estudos acima mencionados, para

a fruta laminada e as saladas. Apenas nas sandes os resultados se assemelharam.

Estas diferencas podem justificar-se pela mé& lavagem e desinfeccdo dos
produtos. No caso especifico da alface, a lavagem com hipoclorito de sodio (70 ppm) ou
permanganato de potéssio (25 ppm) poderia diminuir-lhe a quantidade da populagdo
microbiana, em duas ordens de magnitude logaritmica (Soriano, Rico, Molté & Mafiez,
2000). Igualmente podem-se justificar estes resultados pela baixa qualidade do ar dos

locais de processamento e de exposicao (Salustiano et a/, 2003).

Na pesquisa de S. aureus para a amostra de sandes, no presente trabalho, obteve-
se a totalidade das amostras com resultados satisfatorios. As amostras de saladas e fruta
laminada obtiveram valores de contaminacdo de 4,0x102 ufc/g e 1,0x102 ufc/g,

respectivamente.

No estudo de Christison et al. (2007) a contaminagao de sandes, saladas e frutas
foi de, respectivamente, 1,0x10> ufc/g, 1,0x10' ufc/g e 1,0x10' ufc/g revelando
semelhancas entre estudos apenas nos valores das saladas de vegetais. Em Fang et al.
(2003), nas sandes o numero de bactérias presentes foi de 2,0x10 ufc/g a 1,2x10° ufc/g,
e nas saladas foi de 4,0x10% ufc/g a 1,2x10° ufc/g, valores superiores em mais do que
duas ordens de magnitude logaritmica ao do presente estudo.
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A diferenca entre o presente estudo e os estudos referidos podera significar a
existéncia de boas praticas de manipulacdo, e de limpeza e desinfec¢do, dificultando a
contaminagdo cruzada (Fang et al, 2003). Igualmente, podera justificar-se pelas
temperaturas baixas de armazenamento e exposi¢ao em que os alimentos sao mantidos,
evitando, assim, a proliferacdo destas bactérias (FDA, 2005). Outro aspecto, que pode
ter contribuido para a inibi¢do do seu crescimento ¢ a presenga concomitante de P. spp.,
A. hydrophila e/ou Lactobacillus, que competem pelos nutrientes ¢ modificam as

condi¢gdes ambientais tornando-as menos favoraveis (Jay, 2000).

Na pesquisa de B. cereus a amostra de sandes obtive valores de contaminagao
entre 1,0x10? ufc/g e 2,0x10° ufc/g. Para a amostra de saladas e fruta obtiveram-se

valores de contaminagéo de 1,0x10 ufc/g e 1,0x10% ufc/g, respectivamente.

Em estudos semelhantes ao presente, verificaram-se valores superiores de
contaminagdo de B. cereus, até quatro ordens de magnitude logaritmica. Contudo, os
trés produtos tiveram valores semelhantes de contaminagdo, podendo significar que a
origem das bactérias ¢ telurica (Valero et al., 2007). Igualmente, a origem da
contaminagdo dos alimentos poderd ter ocorrido através do ar, devido a incorrecta
exposicdo dos alimentos verificada no estabelecimento. As contagens elevadas de B.
cereus sdo encontradas em produtos com amido e processados termicamente, que no
presente estudo se encontravam em pequena quantidade (Rosenquist, Smidt, Andersen,

Jensen & Wilcks, 2005).

Nos resultados da pesquisa de coliformes totais para a amostra sandes as
contagens variaram no intervalo de 2,9x10° ufc/g a 6,1x10° ufc/g. Para a amostra de
salada obtiveram-se valores que variaram entre 4,7x10° ufc/g e 5,1x10° ufc/g. O
intervalo de variago dos valores para a amostra de fruta laminada variou entre 3,4 x 10°
ufc/g a 5,3x10" ufc/g. O estudo de Christison ez al. (2007) suporta estes resultados, com
excep¢ao das saladas, encontrando-se no presente estudo, uma ordem de magnitude

logaritmica inferior.

Esta diferenga de resultados podera estar relacionada com o facto destas
bactérias ocorrerem naturalmente no ambiente, e a lavagem dos vegetais e frutas nao ter
sido eficaz. Por outro lado, os coliformes totais sdo também indicadores da higiene das
superficies de contacto, como tdbuas de corte € maos dos manipuladores (Soriano et al.,

2000).
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A pesquisa de E. coli, na amostra de sandes revelou um intervalo de
contamina¢do minima inferior a 1,0x10 ufc/g, ¢ maxima de 6,1x10* ufc/g. O valor de
contamina¢do minima para a amostra de salada foi inferior a 1,0x10 ufc/g e a maxima
foi de 1,1x10” ufc/g. A amostra de fruta apresentou valores de contaminacio inferiores a

10 ufc/g e no méaximo obteve contagens de 1,1x107 ufc/g.

Estes valores relativamente a outros estudos realizados a refeigdes prontas a
consumir, mostrou que se obtiveram valores de contamina¢do menores, com diferenca
até trés ordens de magnitude logaritmica nas sandes, seis nas saladas de vegetais e
quatro na fruta (Fang et al., 2003; Christison et al., 2007). Ainda assim, a presenca desta
bactéria podera traduzir contacto dos alimentos com superficies contaminadas dos
equipamentos ¢ maos dos manipuladores (Caponigro et al., 2010). Igualmente, alguns
fungicidas e insecticidas permitem a sobrevivéncia e crescimento desta bactéria, assim,
como da P. spp. O pesticida ou a 4gua utilizada na sua diluicdo sdo as proprias fontes da
contaminagdo, sendo o armazenamento prolongado e as temperaturas elevadas

favorecedores do crescimento bacteriano (Ng, Fleet & Heard, 2005).

A amostra de sandes na pesquisa de A. hydrophila obteve um intervalo de
contaminagdo de 2,0x10* ufc/g a 2,2x10° ufc/g. Para a amostra de salada obteve
resultados que variaram entre 3,0x10> ufc/g e 1,1x10° ufc/g. A amostra de fruta
laminada obteve como intervalo de valores de contaminacao de 1,0x107 ufc/ ge 1,7x10°

ufc/g.

Para vegetais como espargos, brocolos e couve-flor frescos, Berrang & Brackett,
(1989) registou entre 1,0x10* ufc/g a 1,0x10° ufc/g. Noutro estudo de Garcia-Gimeno,
Sanchez-Pozo, Amaro-Lopez e Zurera-Cosano (1996) observou-se que, as amostras das
saladas de vegetais (alface, cenoura e couve roxa) mantidas a 4°C, e embaladas em
atmosfera modificada, tinham uma contamina¢do média de 1,0x10° ufc/g a 1,0x10*
ufc/g, e nas amostras mantidas a 15°C que foram inoculadas com 1,0x10° ufc/g apés 24

horas a contaminagio aumentou para 1,0x10” ufc/g.

O tempo de armazenamento podera estar relacionado com estes resultados, uma
vez que o crescimento destas bactérias € directamente proporcional ao tempo durante o
qual elas permanecem armazenadas (Berrang & Brackett, 1989). Igualmente, o aumento

da temperatura contribui para o crescimento do numero de bactérias (Garcia-Gimeno et
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al., 1996). A ma qualidade da agua de irrigacdo podera, também, ser a fonte da

contaminag¢do dos produtos (Jay, 2000).

Na pesquisa de P. spp. verificou-se que os resultados obtidos variaram entre
2,0)(103 ufc/g e 2,3){108 ufc/g para a amostra de sandes; entre 2,2X104 ufc/g a 4,8){108
ufc/g para a amostra de saladas; e entre 4,1x10° ufc/g e 2,6x10° ufc/g para a amostra de

fruta laminada.

Um estudo de Fang et. al. (2003) em refei¢des prontas a consumir, obteve como
resultado para P. spp. 2,0x10° ufc/g a 2,1x10° ufc/g para vegetais, e 2,0x10% ufc/g a
1,2x10° ufc/g para sandes, o que representa uma contaminag¢do mais baixa do que a
encontrada no presente trabalho. Garcia-Gimeno (1997) realizaram um estudo em que
as contagens iniciais para bactérias psicrotroficas em saladas conservadas a 4° foram
1,07x10° ufc/g. Apds armazenamento durante 204h estas bactérias aumentaram os seus
valores de contagem em duas ordens de magnitude logaritmica, valor mais préoximo do

maximo encontrado no presente trabalho.

A contaminagdo dos produtos pode estar relacionada com a ma qualidade da
dgua de irrigacdo, uma vez que sdo bactérias de origem aqudtica. Igualmente, como
estamos perante produtos com elevado ay, que conjugado com uma atmosfera normal e
temperaturas ndo suficientemente baixas de armazenamentos favorecem a multiplicacdo
destas bactérias (Jay, 2000; Easa, 2010). Também, durante a fase de cultivo dos
produtos existe a possibilidade da sobrevivéncia e proliferagdo de P. spp. com o uso de

alguns insecticidas e fungicidas (Ng et al., 2005).

Desta forma, o momento durante o processo em que o alimento ¢ contaminado
torna-se essencial, porque as medidas de controlo sdo mais eficazes quando
direccionadas, de modo a reduzir a contaminagdo na origem. Para assegurar e manter o
alimento saudavel deverdo ser aplicadas medidas, que englobem todos os passos do
processo pelos quais os produtos passam, desde a producao, processamento, distribuicao
e consumo. Igualmente crucial ¢ alertar e instruir os consumidores na forma como

guardar e manipular os alimentos (Taban & Halkman, 2001).

Verifica-se, desta forma, uma grande diversidade de fontes de contaminacdo dos
alimentos, que podem ter como consequéncia toxinfec¢des alimentares para os
consumidores. Assim, ¢ necessario tomar medidas para que o risco seja cada vez menor,

investindo em novos métodos de redugdo ou eliminagdo dos microrganismos. Foi
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demonstrado que tratamentos de higienizag¢ao industrial ndo garantem a eliminagdo total
de agentes patogénicos, quando estes estdo presentes (Abadias, Alegre, Oliveira,
Altisent & Vifias, 2012). Igualmente, tratamentos com agua com cloro (0,1 a 0,5 mg/1
de cloro) ndao mostrou efeito significativo na sobrevivéncia de A. hydrophila, sendo
necessarias concentragdes de 0,95 ppm para reduzir eficazmente a presenca desta

bactéria (Uyttendaele, Neyts, Vanderswalmen, Notebaert, & Debevere, 2004).

Novos métodos estdo a ser testados, € ja com algum sucesso, como € o exemplo
de Trias, Baneras, Badosa e Montesinos (2008), que usaram bactérias lacteas, como
agentes bioprotectores, contra o crescimento de agentes patogénicos em refeicoes
prontas a consumir com vegetais e frutas. Contudo, € necessario aprofundar esta opgao,
através de mais investigacao, de forma a ter uso comercial, e até, eventualmente, poder

ser aplicado para extensao da validade dos produtos.

As unidades que fornecem refeicdes prontas a consumir deverdo seguir 0s
seguintes requisitos de forma a assegurarem a qualidade dos produtos que
comercializam:

1) Ter planos de higiene estabelecidos e controlados;

2) Assegurar a higiene pessoal dos colaboradores, pelo fornecimento de

fardamento, balnearios, zonas de lavagem de maos, e formacao;

3) Implementar regras de armazenamento adequado, assegurando a correcta

temperatura das camaras frigorificas e a circulagdo do ar;

4) Ter fornecedores qualificados e de confianga;

5) Ter as instalagdes organizadas através de fluxos de trabalho, separacao das

zonas, de forma a evitar contaminagdo cruzada entre produtos crus e

confeccionados.

O presente estudo levanta como possiveis hipoteses de futuras investigagdes, a
averiguacdo da fonte de contaminagdo dos alimentos. Seria adequado fazer um maior
numero de andlises aos produtos, igualmente, dever-se-iam realizar analises a
superficies de trabalho, utensilios, e maos dos manipuladores, e relacionar a
contaminagdo com o tempo e temperatura de armazenamento e de exposi¢cdo. Também,
se poderia efectuar um questiondrio aos clientes, investigando as condi¢des de
conservagao desses alimentos e tempo decorrido até ao consumo das refeigdes. O
conjunto destes estudos permitiria aprofundar o conhecimento da fonte de contaminagao

dos alimentos, contribuiria para melhorar as suas condi¢des de higiene e sanitarias, e
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permitiria a implementacao de métodos que favoreceriam a melhoria do sistema de
HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Points). O resultado final e desejavel
seria o fornecimento de refeigdes prontas a consumir ndo contaminadas, sem perigo
para a saude publica, e contribuiriam definitivamente para o estabelecimento de valores

guia.
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Conclusao
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Numa avaliagdo geral das contagens obtidas para os diferentes parametros
analisados, a totalidade das amostras pode ser considerada ndo satisfatoria. De igual
forma, aproximadamente metade (42,2%) das amostras obteve resultados ndo
satisfatorios em 4 ou mais parametros analisados. Desta percentagem, cerca de trés

quartos (28,9%) pertencem a amostra do produto sandes.

Os resultados obtidos para os mesofilos revelaram uma qualidade geral ma, uma
vez que mais de metade dos resultados foram considerados ndo satisfatorios para a
amostra total. Destes, a maioria pertence a amostra de sandes. Esta percentagem elevada
pode justificar-se pela ndo eliminagdo destes microrganismos durante a preparagao dos

alimentos ou contaminagdo durante a manipulagao.

No que respeita aos microrganismos potencialmente patogénicos como S. aureus
e B. cereus os resultados foram considerados bons, com uma percentagem diminuta das
amostras considerada ndo satisfatéria para S.aureus, o que traduz boas praticas de
manipulag¢do, como utilizacdo de luvas, lavagem e desinfeccdo das maos. Os resultados
para B. cereus foram, na quase totalidade, considerados satisfatorios, o que revela nao
contaminagdo ambiental dos produtos durante a fase de produgao, traduzindo uma boa

escolha de fornecedores.

Podemos considerar que para E. coli, que apresentou 28,9% de ndo satisfatorios,
os resultados foram maus. Estes resultados sdo indicadores de contaminacao fecal
durante a fase de producdo, eventualmente devido a dguas de irrigagcdo e/ou dos solos.
Porém, se relacionarmos com os valores dos resultados dos coliformes totais, em que
mais de metade foram nao satisfatorios para a amostra total, podem indicar falha na
desinfeccdo dos produtos, més praticas de manipulagdo, cruzamento de circuitos,
contaminagdo cruzada, como utilizagdo da mesma tdbua para corte de produtos

diferentes.

Relativamente aos resultados para A. hydrophila, quase a totalidade da amostra
foi considerada ndo satisfatoria, que indica uma ma qualidade da agua de irrigagdo,
denunciando mas operacdes de desinfeccdo dos alimentos. O periodo de
armazenamento dos produtos poderd também estar na origem das elevadas contagens
desta bactéria.

No que respeita aos resultados para P. spp.,mais de metade da amostra total foi

considerada ndo satisfatdria, estando nesta percentagem incluidas mais de trés quartos
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(26,6%) das amostras de sandes e mais de metade (20,0%) das amostras de saladas Na

origem destes resultados pode estar a ma qualidade das aguas.

Nos produtos prontos a consumir estudados, apesar da existéncia de muitas
amostras com varios parametros nao satisfatorios, deve-se salientar que a probabilidade
destes microrganismos causarem doen¢a num adulto saudavel ¢ baixa. No entanto, sera
de grande importancia advertir os consumidores de grupos mais vulnerdveis para o
perigo de contrair doenga com o consumo deste tipo de alimentos. Desta forma poder-
se-a4 considerar os valores guia para uma populacdo saudavel pouco exequiveis e

provavelmente irrealistas, no entanto, universalmente desejaveis.
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