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RESUMO

Os microrganismos indicadores de qualidade são utilizados nas análises microbiológicas com a função de identificar se há ou não há contaminação, indicando se o estabelecimento usava de boas práticas de higiene durante a montagem de lanche. Como limite máximo tolerado foi utilizado a resolução 12 da ANVISA para comparar com os resultados. O estudo avaliou o nível de contaminação presente em salsichas de cachorro quente comercializados em food -truck na cidade de cascavel. O objetivo geral da pesquisa foi estudar quais locais estão realizando as práticas corretas de higiene necessária para a manipulação de alimentos. A metodologia adotada foi de analisar 10 amostras de salsichas que estavam prontas para consumo dentro dos cachorros quentes. Com o termino das análises obteve-se o seguinte resultado. Escherichia coli 8 das 10 amostras estavam com resultado acima do permitido pela legislação. Salmonella spp foi de 5 das 10 amostras continham presença da bactéria. Constatou-se que devido à intervenção direta da mão do manipulador pode ser uma das fontes de doenças transmitidas por alimentos (DTA) relatando que metade do Food-truck de cascavel estão com o sistema defasado em relação a higiene necessária para manipular esse alimento
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1. INTRODUÇÃO

Os alimentos que consumimos diariamente estão susceptíveis a todo tipo de infecção e infestação. Sabendo isso, temos as doenças transmitidas por alimentos, que são causadas por agentes microbiológicos de origem diversa. Podemos encontrar as doenças transmitidas por alimentos (DTA) por vírus, bactérias, fungos, parasitas e subprodutos do crescimento desses seres (AMSON et al., 2006).
	Muitas vezes os alimentos contaminados não apresentam alterações em suas características organolépticas, fato que, dificulta a analise sensorial do material a ser ingerido (FORSYTHE, 2000). Desta forma, destaca-se a importância da investigação epidemiológica, avaliação laboratorial e ambiental dos surtos (WELKER et al., 2009).
	Estima-se que existem 250 tipos de patologias causadas por alimentos contaminados, conhecidas como DTA’s. Dentre os microrganismos responsáveis encontram-se, Escherichia coli, Clostridium botulinum, Salmonella spp., Bacillus cereus, Clostridium perfringes, Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni e Shiggella spp. (OLIVEIRA et al, 2010).
	Os microrganismos relacionados a DTA’s podem ter algumas nomenclaturas frente a forma de patologia que pode causar no individuo como, infecção, intoxicação e toxinfecção.  A infecção alimentar é causada pela adesão do microrganismo no trato gastrointestinal do infectado. A intoxicação tem origem da ingestão de toxinas pré-formadas no alimento. Enquanto a toxinfecção é a ingestão esporos, e no intestino ela é degradada e libera fator de virulência (GUERRA, 2017).
	Devido a rotina corriqueira dos últimos anos, foi possível observar o número crescente de consumo e novos estabelecimentos do tipo fast-foods, método fácil e rápido de alimentação. Porém, com isso surge o aumento de surtos de intoxicações alimentares devido ao grande número de adeptos a comida fácil, e pela carência de fiscalização dos lugares e pessoas que preparam os alimentos (SHÄFER, 2011).
Os indicadores de qualidade são bactérias, que quando presentes indicam a qualidade higiênica do alimento, e de sua manipulação. Dentre os principais indicadores, podemos citar Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella spp. e Vibrio colerae. O microrganismo escolhido tem que possuir características semelhantes á bactéria patógena, além de ter fácil identificação (SOUZA, 2006).
	A Escherichia coli, responsável pela maioria das infecções relacionadas a alimentos contaminados tem origem no sistema digestório dos animais homeotérmicos. O alto nível desse coliforme na comida condiz diretamente com o baixo índice higiênico do local e da pessoa que manipulou o alimento (SILVA, CAVALLI e OLIVEIRA, 2006).
	Os sinais clínicos verificados comumente em salmoneloses são advindos da gastroenterite. Na maioria dos pacientes, são relatados diarreia, dor abdominal e vômito. O isolamento dessa bactéria Gram-negativa pode ser feito através de cultura e isolamento, método mais usual para confirmar a fonte de infecção do surto (WATANABE, 2012).
	Diversas das vezes a contaminação de Salmonella spp. vem concomitante a bactéria Shigella spp., presente em vegetais, carnes e laticínios. Os sinais clínicos da infecção são dores abdominais, diarreia com sangue, pus e/ou muco, e vômitos (BAPTISTA e VENÂNCIO, 2003).
	O presente trabalho tem como objetivo avaliar a qualidade microbiológicas de salsichas do tipo hot-dog de estabelecimentos do tipo fast-food localizados na cidade de Cascavel – Paraná frente à detecção de Salmonella spp., coliformes totais e termotolerantes. 

2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA

	A falta de controle da qualidade e seguridade alimentar e nutricional pode acarretar em problemas de saúde, bem-estar físico e social, além da qualidade de vida do indivíduo que ingeriu o alimento contaminado. Além das doenças gástricas e entéricas, há risco de maiores proporções das infecções, atingindo um âmbito de saúde pública, que precisa ter uma regulamentação e fiscalização (DOMENE 2011).
	Estima-se que os casos de surtos de doenças veiculadas por alimentas sejam maiores do que os relatados. Pois, a maioria das pessoas não procuram atendimento médico, ou pelas enfermidades terem sinais brandos ou serem assintomático (FORSYTHE, 2013).

2.1 SURTOS ALIMENTARES RELACIONADOS À FAST-FOODS.

Devido à falta de manipulação adequada dos alimentos em carrinhos de Fast-Food o número de surtos alimentares por esses tipos de comida vem aumentando a cada dia. Em um trabalho realizado foi descoberto que no estado de Santa Catarina metade dos Surtos de DTA`S analisados durante três anos foram causados por Salmonella spp. (DELUCA, KOERISH,2009).
Segundo um informe realizado pela Secretaria de Estado da Saúde de São Paulo (2011), surto de doença veiculada por alimento foi detectado na Alemanha. Onde foi isolada Escherichia coli entorotoxigênica capaz de produzir uma toxina chamada de shiga. O surto obteve mais de quatro mil casos de diarreia, 900 casos de síndrome hemolítico-urêmica e 48 óbitos. Levando o estado a controlar as pessoas que vinham do país.


2.2 ESCHERICHIA COLI.

	A Escherichia coli é um micro-organismo pertencente à família Enterobacteriaceae que constitui parte da microbiota normal do trato intestinal dos humanos. Os membros dessa família têm características semelhantes, sendo bastonetes pleomórficos, Gram negativos e não formadores de esporos, é difícil distinguir-se os gêneros entre si por microscópio (HIRSH, 2003).
	Os polissacarídeos capsulares são importantes para microrganismos que entram em contato com células e produtos do hospedeiro, como as cepas invasivas de Escherichia coli. O lipopolissacarídeo que tem na membrana externa é importante determinante de tal virulência. Quase todas as cepas de E. coli são móveis por meio de flagelos peritríquios. Existe pelo menos 50 antigenos flagelantes sorológicamente distintos (HIRSH, 2003).
	Os produtos celulares de interesse médico são as cepas patogênicas da E. coli que excretam pelo menos 5 importantes metabólitos, enterotoxinas, sideróforos, toxina shiga-simile, fator citotóxico necrosante e hemolisina (HIRSH, 2003).
2.3 SALMONELLA SPP.

	O gênero Salmonella spp. é pertencente à família Enterobacteriaceae, existe um tipo capsular Vi de virulência, embora ao produza uma capsula. A composição antigênica da porção polissacaridica dos lipopolissacaridios em parte determina a espécie. A infecção ocorre após a ingestão de salmonelas viáveis. Pode ocorrer o surto imediatamente após a ingestão ou o seu corpo tem um fator imunológico e consegue se defender sozinho (HIRSH, 2003).

3. MATERIAIS E MÉTODOS
Foram coletados os cachorros quentes e colocado em um saco estéril, no outro dia foi coletado as salsichas desses cachorros quentes e então descartado o resto do alimento.
	Foram analisadas 10 amostras de salsichas que estavam prontas para consumo dentro dos cachorros quentes, recolhidas de diferentes estabelecimentos na região oeste do Paraná de setembro a outubro de 2018 seguindo as especificações da Resolução da Diretoria Colegiada (RDC) nº 12 de 02 de janeiro de 2001 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária.
	As amostras foram coletadas no período noturno, sendo imediatamente colocadas em sacos estéreis e acondicionadas em caixa térmica e posteriormente refrigeradas e as análises serem realizadas dentro de 24h no laboratório de microbiologia do Centro Universitário Assis Gurgacz localizado na cidade de Cascavel – Paraná. 
	Para a diluição das amostras foram utilizadas somente a salsicha dos lanches em que foram pesadas 25g e adicionadas em 275mL de agua peptonada e então foram submetidas a agitação continua em liquidificados por cerca de 15 minutos. Posteriormente as amostras foram filtradas com o auxílio de uma gaze e funil sendo essa a diluição 10-1. Após realizou-se sucessivas diluições até obter-se diluições 10-2 e 10-3. 
	As amostras foram submetidas à análise para verificar a presença de bactérias das classes de coliformes totais e termotolerantes e Samonella spp.
Para a determinação de coliformes totais e termotolerntes foi transferido 1mL de cada diluição para tubos contendo caldo lauril-sulfato-triptose (LST), em triplicata, com tubos de Durhan invertidos, e incubados a 35°C de 24/48 horas. Os tubos que houve produção de gás e turvamento eram considerados positivos e anotados em tabela.
Para a contagem de coliformes totais transferiu-se 1mL dos tubos de caldo LST (+) para tubos contendo 9mL caldo verde brilhante (VB) com Durhan invertidos, e incubados a uma temperatura de 35°C por 24/48 horas e para a contagem de coliformes termotolerantes transferiu-se 1ml dos tubos de caldo LST (+) para tubos contendo 9ml de caldo Escherichia coli (EC) e incubados em banho-maria a 45°C por 24/48 horas.
Foram positivos apenas aqueles tubos que apresentaram turvamento e produção de gás no caldo VB e EC. Os tubos (+) de EC realizou-se o teste confirmativo, no qual foi colocada uma alçada de cada tubo em Ágar EMB (Eosin Methylene Blue Agar) usando a técnica de estria de esgotamento e incubado a 35ºC por 24 horas. Apenas eram considerados positivos aqueles que após as 24 horas apresentou-se centro enegrecido e brilho verde metálico. 
Para determinar a presença ou ausência de Salmonella spp., foi utilizada a diluição 10-1 incubada à 37° por 24 horas, após foi inoculado 1mL da diluição 10-1 em um tubo contendo 9mL de caldo tetrationado e incubou à 37ºC por 24 horas e também foi utilizado 1 alçada da diluição 10-1 em um tubo contendo 9mL de caldo Rappaport e incubado em banho Maria à 41ºC por 24 horas. Posteriormente, foi inoculada uma alçada de cada meio de Tetrationato e Rappaport em Ágar S.S (Salmonella-Shighella) usando a técnica de estria de esgotamento, incubado à 37ºC por 24 horas. Após as 24 horas, foram considerando positivo apenas aquelas amostras que houve mudança de cor do ágar e estrias com pontos negros.

4. ANÁLISES E DISCUSSÃO DOS RESULTADOS

	Para a análises dos resultados foi utilizada a RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001, que define os níveis aceitáveis de micro-organismos para produtos de confeitaria, lanchonetes, padarias e similares, doces e salgados prontos para o consumo humano, da Agência, Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 2001). Na Tabela 1 é possível verificar os resultados obtidos com relação a coliformes totais e coliformes termotolerantes pelo Número Mais Provável (NMP). 
Pela ausência de limite máximo estabelecido em legislação, a quantidade de coliformes totais, foi comparada com o padrão usado Rodrigues et al. (2003), quantificado em 10². Sendo possível visualizar que 8 das 10 amostras estavam acima desse número. Rodrigues et al. (2003) teve mais da metade de suas amostras analisadas com resultado insatisfatório, corroborando com o resultado deste trabalho. Confrontando os resultados encontrados por Carvalho et. al. (2005), que não encontrou em nenhuma das suas amostras, um número superior a > 3,0 NMP.
Para coliformes termotolerantes, quando comparado a legislação vigente, 5 das 10 amostras tinham quantidades maiores do que o limite estabelecido, que é de 10³. Sendo assim, 50% das salsichas foram consideradas impróprias.

Tabela 1- Resultado das análises microbiológicas de salsichas de cachorros quentes comercializados na região oeste do Paraná.
	Amostras
	Coliformes Totais (NMP/mL)
	
	Coliformes Termotolerantes (NMP/mL)
	RDC n° 12

	A
B 
C
D
E
F
G
H
I
J
	3,6x104
4,3x104
3,0x103
<3 
<3
>1,1x106 
1,1x104
3,6x103
2,7x104
9,2x103
	Improprio
Improprio
Improprio
Próprio
Próprio
Improprio
Improprio
Improprio
Improprio
Improprio
	3,0x103
<3
<3 
<3 
<3 
9,4x103
1,6x104
<3                 
1,5x104
6,2x103
	Improprio
Próprio
Próprio
Próprio
Próprio
Improprio
Improprio
Próprio 
Improprio
Improprio           


Padrão de contagem de acordo com a RDC n. 12 (ANVISA) de 2 de janeiro de 2001, para produtos de confeitaria, lanchonete, padarias e similares, em que o limite para coliformes termotolerantes é de até 10³NMP/g ou mL para coliformes totais a RDC não estabelece padrão máximo. 
*Nota: NMP/mL: número mais provável por mL.
	
	A quantidade exorbitante de ambos grupos pode estar atrelada diretamente a presença de Escherichia coli, a qual é uma bactéria usada como indicativo de qualidade. A presença da mesma aponta que houve contaminação em alguma fase de preparação do alimento (SOUSA, 2006).
Quando o alimento passa por tratamento térmico, preza-se o extermínio destes microrganismos como, Escherichia coli. Desta forma, a presença dos coliformes termotolerantes sugere-se que o produto não apresenta qualidade, por trazer risco de contaminação a quem ingeri-lo (SOUSA, 2006).
Para a análise de Salmonella spp. a regulamentação RDC nº 12 de 2001 (ANVISA) cita que em 25 gramas de produto avaliado esse patógeno deve estar sempre ausente, sendo que a sua presença torna o alimento impropria para consumo humano. Conforme a Tabela 2, observa-se que 50% das amostras apresentaram irregularidade. Estudos que pesquisam os surtos de DTA’s revelam que um dos principais agentes é a Salmonella spp. (AMSON, CHAVES e HARACEMIV, 2006; MARCHI et. al., 2011; NADVORNY, FIGUEIREDO e SCHIMIDT, 2004).
 A pesquisa estava de acordo com o resultado obtido por Alcântara, Gatto e Kozusny-Andreani (2012) o qual mostrou que metade das amostras coletadas de salsicha para hot-dog apresentava a bactéria em questão, sendo o alimento impróprio para consumo humano.

Tabela 2- Resultado das análises microbiológicas de salsichas de cachorros quentes comercializados na região oeste do Paraná referente a presença ou ausência de Salmonella spp. 
	Amostras	Salmonella spp.

	A                                                              Presença (+)
B                                                              Ausência (-)
C                                                              Ausência (-)
D                                                              Ausência (-)
E                                                              Presença (+)
F                                                              Ausência (-)
G                                                              Presença (+)
H                                                              Presença (+)
I                                                               Ausência (-)
J                                                               Presença (+)

	Padrão de contagem de acordo com a RDC n. 12 (ANVISA) de 2 de janeiro de 2001, para produtos de confeitaria, lanchonete, padarias e similares, em que o limite para Salmonella spp deve ser ausente em 25 gramas. 

	

	


	Nadvorny, Figueiredo e Schmidt (2004) concluíram que, a manipulação errada dos alimentos e a utilização de matéria-prima sem inspeção são as principais causas de ocorrência de surtos DTA’s por Salmonella. 
	Segundo Medeiros (2011), a salsicha é um embutido que passa por processos térmicos, como o cozimento, e por isso deve apresentar um porcentual de microrganismos mínimo e ausência de Salmonella spp.. O que não é visualizado pelos resultados obtidos pela pesquisa em questão.
	O indivíduo que consumir as salsichas contendo Salmonella spp. estão passíveis de apresentar intoxicação alimentar. Os principais sintomas são dor abdominal, diarreia, febre, náusea e vômito (WATANABE, 2012).
	Os coliformes totais, termotolerantes e a Salmonella spp. presentes são sinais de contaminação microbiológica. A higiene dos materiais utilizados na fabricação e preparação, higiene da pessoa que vai manipular, e a adequada armazenagem no produto são fundamentais para evitar essa proliferação de bactérias (ZANDONADI et. al., 2007). Analisando o resultado anteriormente discorrido, nota-se que na maioria desses fast-foods não houve uma preocupação com as boas práticas na manipulação dos alimentos.
	Mello et al. (2010) indica que a frequente capacitação dos funcionários nos estabelecimentos que oferecem alimentos, seria ideal. Pois, quando são mostradas as consequências de uma má higiene em alguma parte do processo, os manipuladores tomam consciência de como funciona a contaminação. 
5. CONSIDERAÇÕES FINAIS

Por meio da avaliação microbiológica da salsicha em vários food-trucks de Cascavel, pode-se analisar que 40% das amostras estavam contaminadas com Samonella spp., e 80% com resultado insatisfatório para analises de coliformes totais, e 50% continham termotolerantes acima da legislação.
	Com o desenvolvimento do presente estudo possibilitou uma análise da possível falta de higiene que os manipuladores têm nos na manipulação dos alimentos em estabelecimentos do tipo food-truck. Mostrando assim, a importância de se realizar as boas práticas de fabricação (BPF) que norteiam a higiene pessoal, ambiental e operacional em um sistema de produção, ficando como sugestão, para melhora da qualidade dos alimentos fornecidos pelos estabelecimentos, a abordagem aos manipuladores e donos dos estabelecimentos por meio de cartilhas e palestras sobre as diretrizes que norteiam as BPF´s.
	Dada à importância do resultado do estudo, devem-se procurar se alimentar em lugares em que os manipuladores usem luvas, máscaras, gorros, aventais e onde tenha um bom armazenamento dos alimentos, assim prevenindo a possível contaminação dos alimentos por más práticas e possível ingestão de microrganismos relacionados com DTA`S.
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