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RESUMO

Ambrosia é um tipo de doce deleite preparado artesanalmente com leite, ovos e agticar, muito consumido na
América do Sul, e comumente comercializado em feiras livres, supermercados e docerias. A contaminagdo
de alimentos por micro-organismos patogénicos geralmente ocorre durante as etapas de processamento,
nos centros de distribui¢do, no mercado varejista ou na casa do consumidor. Neste trabalho foi avaliado
o comportamento dos agentes patogénicos Escherichia coli: entero-hemorragica (EHEC) ATCC 4895,
enteropatogénica (EPEC) INCQS 00182 e enteroinvasiva (EIEC) ATCC 43893 em amostras de ambrosia.
Aliquotas de ambrosia foram experimentalmente contaminadas com as cepas analisadas no estudo. Foram
realizadas pesquisas do micro-organismo inoculado ap6s 0, 1, 2, 3,4, 5, 10, 20 e 30 dias de estocagem. EHEC
foi recuperada de todas as amostras até cinco dias apds a contaminagdo. EPEC sobreviveu na ambrosia
e foi isolada até o quarto dia do experimento. A cepa de EIEC conseguiu permanecer viavel durante os
30 dias de estocagem. As cepas patogénicas de E. coli estudadas mostraram diferente comportamento
em ambrosia, mas todos representam perigo potencial para a satide dos consumidores. Este estudo serve
como alerta em relagdo a necessidade da adogdo de medidas higiénico-sanitérias apropriadas durante a
producido, embalagem e manipula¢io da ambrosia.

Palavras-chave. doce de leite, Escherichia coli, seguranga alimentar.

ABSTRACT

Ambrosia is a type of Dulce de Leche hand-made with milk, eggs and sugar, widely consumed in South
America, and it is commonly sold in street markets, supermarkets and candy shops. Food contamination
by pathogenic micro-organisms usually occur during the processing steps, at the distribution centers,
at the retail market or in the consumer home. This study aimed at evaluating the behavior of the
pathogenic strains of Escherichia coli enterohemorrhagic (EHEC) ATCC 43895, enteropathogenic (EPEC)
INCQS 00182 and enteroinvasive (EIEC) ATCC 43893 in ambrosia samples. Aliquots of ambrosia
were experimentally contaminated by the strains analyzed in this study. Detections of the inoculated
microorganisms were done at 0, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20 and 30 days of storage. EHEC was recovered from all
of analyzed samples until five days after infection. EPEC survived in ambrosia and it was isolated until
the fourth day of the experiment. EIEC strain remained viable during the 30 days of storage. The analyzed
pathogenic strains of E. coli showed different behavior in ambrosia, but all of them demonstrated potential
danger to the consumers health. This study works for warning to adopt appropriate hygiene and sanitary
actions during the ambrosia production, packaging and manipulation.
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INTRODUCAO

Segundo a legislacao vigente no Brasil, entende-
se por doce de leite o produto, com ou sem adi¢do de
outras substincias alimenticias, obtido por concentracio
do leite sob ac¢do do calor, com ou sem adicao de solidos
de origem lactea e/ou creme adicionado de sacarose’.
A ambrosia é um tipo de doce de leite produzido
artesanalmente com leite, ovos e aqt’lcar.

As Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA)
sao causadas pela ingestdo de alimentos contaminados
por um agente infeccioso especifico ou por toxinas por
ele produzidas®>. A maioria dos paises com sistemas de
notificagdo de casos de DTA tem documentado aumentos
significativos dessas enfermidades ao longo das ultimas
décadas’. Essas enfermidades sdo responsaveis por altos
niveis de morbidade e mortalidade na populagdo em geral,
mas principalmente em grupos de risco, como criangas
jovens, criangas, idosos e imunocomprometidos®.

A ambrosia se enquadra como possivel fonte de
contamina¢do para humanos, tendo em vista que sua
matéria-prima, leite e ovos, pode ser veiculadora de
patdégenos e que a sua produgdo geralmente ¢ artesanal,
nem sempre atendendo aos preceitos das boas praticas
de fabricacéo.

Escherichiacolisdobactériaspertencentesafamilia
Enterobacteriaceae, caracterizando-se como bacilos
Gram-negativos, nao esporulados, capazes de fermentar
a lactose com produgao de acido e gas®. Essas bactérias
podem adquirir atributos especificos de viruléncia
e tornarem-se patogénicas, apresentando diferentes
patogenias que sdo utilizadas para a classificagdo das
cepas em patotipos. E. coli enterotoxigénica (ETEC) esta
associada a surtos de diarreia, pois coloniza o intestino
por meio de adesinas e produz toxinas que induzem a
liberagdo de fluido intestinal®. E. coli enteropatogénica
(EPEC) causa diarreia infantil e é mais frequente em
paises em desenvolvimento’. Possui capacidade de se
aderir a mucosa intestinal, mediada por um fator de
enteroaderéncia chamado EAF, e provocar destruicio
das microvilosidades®. O patotipo EHEC (E. coli entero-
hemorragica) possui como fator de viruléncia a produgéo
de citotoxinas que podem provocar colite hemorragica,
sindrome urémica hemolitica e morte®!°. EIEC ou E. coli
enteroinvasiva é um patégeno intracelular que multiplica-
se dentro das células intestinais, provocando ulcera¢des
do cdlon que resultam em diarreia sanguinolenta®.
A maioria das cepas de EIEC apresenta diversas

294

caracteristicas bioquimicas que as tornam diferentes das
demais, entre elas estdo a incapacidade de descarboxilar
a lisina e a ndao fermenta¢do ou fermentagdo tardia da
lactose®.

As consequéncias da infeccdo por E. coli
justificam a importancia de determinar sua capacidade
de sobrevivéncia e comportamento em alimentos,
mesmo naqueles que ndo apresentam as condi¢des ideais
para sua multiplicacdo e desenvolvimento, como doce
de leite pastoso e ambrosia. Assim sendo, o objetivo
desse trabalho foi avaliar a capacidade de sobrevivéncia
e comportamento de E. coli entero-hemorragica,
enteropatogénica e enteroinvasiva em ambrosia.

MATERIAL E METODOS

Produgao da ambrosia

A ambrosia utilizada foi preparada com um litro
de leite pasteurizado padronizado a 3 % de lipidios, uma
duzia de ovos de galinha (gema e clara) e 500 gramas de
agucar. Os ingredientes foram homogeneizados em um
tacho aberto de a¢o inoxidavel e mantidos em fogo baixo,
sem mexer, por aproximadamente 3 h. Posteriormente,
aliquotas de 25 gramas foram assepticamente pesadas e
acondicionadas em sacos estéreis.

Cepas bacterianas

Foram utilizadas as cepas de Escherichia coli
EHEC ATCC 43895, EPEC INCQS 00182 (FIOCRUZ) e
EIEC ATCC 43893.

Inoculos

As cepas de EHEC, EPEC e EIEC foram
cultivadas em 3 mL de caldo Infusio de Cérebro
e Coragdo (BHI, Acumedia, Lansing, Michigan) a
37 °C por 24 h. Depois, um novo cultivo a partir desse
primeiro foi realizado por mais 24 h. Apds, foram
preparadas dilui¢des seriadas para contagens em agar
para Contagem Padrdo em Placas (PCA, Acumedia,
Michigan, USA) e para o preparo dos indculos com
concentrag¢des de 10* UFC/mL.

Contaminagao experimental de ambrosia e contagem
de E. coli.

As amostras de 25 g de ambrosia contidas nos sacos
estéreis foram contaminadas com 0,25 mL de indculo,
obtendo-se a concentragdo final de aproximadamente
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10> células bacterianas por grama de doce. As
amostras experimentalmente contaminadas foram
homogeneizadas nos sacos em que foram acondicionadas,
mantidas a 20 °C e analisadas depois de 0, 1, 2, 3, 4, 5,
10, 20 e 30 dias de estocagem. Como controle negativo,
foi utilizada aliquota de 25 gramas de ambrosia nao
contaminada experimentalmente. Para a contagem, foi
utilizada a técnica do nimero mais provavel (NMP)!..
A cada aliquota de 25 g de ambrosia, foram adicionados
225 mL de solu¢do salina a 0,85 % (m/v) com 20 % de
glicose para obtencdo da diluicdo 10, sendo as demais
dilui¢des decimais preparadas a partir dessa. Para semear
a diluigao 10° 10 mL da diluigao 10" foram adicionados a
10 mL de Caldo Lauril Sulfato (Acumedia) concentragdo
dupla. 1,0 mL de cada diluigdo subsequente foi semeado
em uma série de trés tubos de ensaio de Caldo Lauril
Sulfato. Os tubos foram incubados a 37 °C por 48 h. Para
as amostras contaminadas com EHEC e EPEC apds a
incubacio, as diluicdes que apresentaram formagdo de
gas foram repicadas para tubos de ensaio com 10 mL de
Caldo Bile Verde Brilhante (Acumedia) com tubos de
Durham e incubadas a 37 °C por 48 h. Os tubos de cada
diluicao foram contados considerando a formagédo de gas
e os resultados foram obtidos com uso de uma tabela para

NMP. Para as amostras contaminadas com EIEC, devido
a ndo fermentacao de lactose e auséncia de formacédo de
gas, apds a incubac¢do nos tubos com Caldo Bile Verde
Brilhante, foram feitas semeaduras de cada dilui¢ao em
agar MacConkey (Acumedia) e incubadas a 37 °C por
24 h. O crescimento de colonias foi considerado como
positivo para o tubo de origem. Os resultados finais das
contagens foram obtidos com uso de uma tabela para
NMP. O experimento foi realizado em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As populagoes de E. coli EHEC, EPEC e EIEC em
amostras de ambrosia experimentalmente contaminadas
estdo relatadas na Tabela 1. H4 poucos trabalhos sobre
esse assunto na literatura, sendo esse o primeiro relato
publicado sobre o comportamento de E. coli em ambrosia.

Apesar da baixa atividade de agua e alta
concentragdo de sacarose, a ambrosia mostrou ser um
ambiente favoravel a sobrevivéncia de cepas patogénicas
de E. coli. A cepa de EHEC foi recuperada da ambrosia
até cinco dias apds a contaminacdo experimental. A
sobrevivéncia deste patotipo também foi estudada

Tabela 1. Contagens de Escherichia coli (log NMP/g) em ambrosia experimentalmente contaminada

Tempo de estocagem EHEC EPEC EIEC
Dia 0 1,994 (0,4) 1,66 (0) 2,114 (0,17)
Dia 1 2,224 (1,41) 0,748 (0,15) 1,59* (0,19)
Dia2 2,06 (1,13) 0,84%(0,88) 2,574 (0,85)
Dia 3 1,86" (1,54) 0% (0) 2,724 (0,93)
Dia 4 0,77 (0,56) 0,32° (0,45) 2,024 (1,42)
Dia 5 0,2% (0,28) NR 2,424 (1,14)
Dia 10 NR¢ NR 1,334 (0,02)
Dia 20 NR NR 0,45 (0,64)
Dia 30 NR NR 04(0)

AB Médias com letras distintas na mesma coluna diferiram no teste de Tukey (P<0,05)

“ Média de trés repetigoes (desvio padrao)
¥ Log 0 = numero mais provéavel por g (NMP/g) menor que 1

°NR = E. coli ndo foi recuperada em nenhuma repetigio, considerando o limite de detec¢io da técnica, que é de 0,3 NMP/g

Valores em negrito = E. coli ndo foi recuperada de todas repeti¢oes
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por Timm et al'?, que avaliaram a capacidade de
sobrevivéncia de E. coli O157:H7 em ambrosia. Em
ambos os trabalhos, a bactéria manteve-se viavel por
algum tempo apds a contaminagao experimental, sendo
recuperada até o décimo dia de estocagem. A dose
infectante de E. coli O157:H7 pode ser menor que 100
células*, fator que, aliado a capacidade de sobrevivéncia
desse micro-organismo em ambrosia, colabora para
o aumento do risco potencial & saide do consumidor.
EPEC sobreviveu até quatro dias na ambrosia, tendo
aumentado sua populagdo no primeiro e segundo dias
apos a contaminagao experimental, o que é indicativo de
que a ambrosia proporciona um ambiente favoravel para
a manutencdo desse patotipo, pelo menos nos primeiros
dias apds a contaminagdo. A cepa de EIEC mostrou
ser capaz de se manter viavel por longo periodo na
ambrosia, uma vez que pode ser recuperada até 30 dias
apos a inoculagdo, em uma das trés repeticdes. Embora
ndo tenham sido observadas diferencas estatisticas nas
populacoes de EIEC ao longo do periodo de estudo,
o ambiente propiciado pela ambrosia parece nio ter
efeitos deletérios importantes sobre este patotipo.

Timm et al”® coletaram 28 amostras de doce de leite
no comércio varejista da cidade de Pelotas, Rio Grande do
Sul, e observaram duas amostras (7,1 %) com presenca de
coliformes termotolerantes. Tais resultados sugerem que
esse tipo de alimento pode veicular E. coli, considerando
que esse micro-organismo é a espécie predominante
em culturas de coliformes termotolerantes'. Esse dado
reforca a importancia deste estudo, tendo em vista
que demonstra a provavel sobrevivéncia de E. coli em
doce de leite contaminado de forma nao experimental.
Embora Timm et al”® tenham trabalhado com doce de
leite pastoso, este é o alimento com caracteristicas mais
proximas da ambrosia no qual ja foi reportada a presenca
de coliformes termotolerantes. Peixoto, Weckwerh e
Simionato®, por outro lado, avaliaram a qualidade
microbioldgica de produtos de confeitaria em Ribeirdo
Preto, Sdo Paulo, no ano de 2008, e observaram contagens
de coliformes termotolerantes <3 NMP/g em ambrosia,
demonstrando a qualidade satisfatdria das amostras
analisadas, segundo os padroes estipulados pela RDC n°
12 da ANVISA®.

Os trés patotipos de E. coli avaliados
mostraram capacidade de sobreviver em ambrosia,
0 que constitui um risco a saude do consumidor,
tendo em vista que o doce é comumente estocado
no comércio ou mesmo no ambiente doméstico
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por varios dias, podendo ser consumido quando os
micro-organismos ainda estdo viaveis no alimento. E
importante ressaltar que boas praticas de manipulagao
poés-processamento sdo necessdrias para evitar a
contaminagdo desse alimento, principalmente devido
a alta atividade de agua do produto e o tratamento
térmico durante o seu preparo.

CONCLUSAO

Os patotipos de E. coli estudados mostraram
capacidade para sobreviver em ambrosia, representando
perigo potencial para a saude dos consumidores. Os
resultados servem como alerta em relagdo a necessidade
da adogdo de medidas higiénico-sanitarias apropriadas
durante a produgdo, embalagem e manipulagio da
ambrosia.

REFERENCIAS

1. Brasil. Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento.
Regulamento técnico para fixacao de identidade e qualidade de
doce de leite. Portaria n° 354, de 04/09/97. Didrio Oficial [da]
Unido, Brasilia, 08 set. 1997. Secao I, p. 19685.

2. Brasil. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria - Anvisa.
Regulamento Técnico sobre Padrdes Microbioldgicos para
Alimentos. Resolugdo-RDC n°12, de 02/01/01, Diario Oficial
[da] Uniao, Brasilia, 10 jan. 2001. Se¢ao I, p. 45-53.

3. WHO. World Health Organization. In: Food Safety, Microbiological
risks. 2013b. [acesso 2013 Mai 4]. Disponivel em: [http://www.
who.int/foodsafety/micro/general/en/index.html].

4. WHO. World Health Organization. In: Food Safety. Foodborne
disease. 2013a. [acesso 2013 Mai 4]. Disponivel em: [http://www.
who.int/foodsafety/foodborne_disease/en/].

5. Meng J, Doyle MP, Zhao T, Zhao S. Enterohemorrhagic
Escherichia coli. In: Doyle MP, Beuchat LR., Montville TJ. Food
microbiology: fundamental and frontiers. 2. ed. Washington:
ASM; 2001. p.141-77.

6. Kaper JB, Nataro JP, Mobley HLT. Pathogenic Escherichia coli.
Nat Rev Microbiol. 2004; 2:123-40.

7. Torres AG, Zhou X, Kaper JB. Adherence of diarrheagenic
Escherichia coli strains to epithelial cells. Infect Immun. 2005;
73:18-29.

8. Franco BDGM, Landgraf M. Microrganismos Patogénicos de
Importancia em Alimentos. In: Franco BDGM, Landgraf M.
Microbiologia dos alimentos. Sdo Paulo: Atheneu; 2003. Cap 4.
p. 33-81.

9. Nataro JP, Kaper JB. Diarrheagenic Escherichia coli. Clin
Microbiol Rev. 1998; 1:142-201.

10. Ordoiiez JG e Trabulsi LR. Escherichia coli Enteroemorragica
(EHEC) In: Trabulsi LR, Altherthum F, Goompertz OF, Candeias,
JAN. Microbiologia 4 ed. Rio de Janeiro: Atheneu; 2004. Cap 37.
p. 284-8



Ferrasso MM, Milan C, Silveira DR, Timm CD. Comportamento de Escherichia coli entero-hemorragica, enteropatogénica e enteroinvasiva em
ambrosia. Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2014; 73(3):293-7.

11.

12.

Brasil. Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento.
Métodos Analiticos Oficiais para Analises Microbioldgicas para
Controle de Produtos de Origem Animal e Agua. Instrugdo
Normativa n° 62, de 26/08/2003. Diario Oficial [da] Uniio,
Brasilia, 18 set. 2003. Sec¢éo I, p. 14-51.

Timm CD, Silva DT, Dias PA, Concei¢do RCS. Sobrevivéncia de
micro-organismos patogénicos em ambrosia. Semina: Ciéncias
Agrérias 2013;34(4):1829-34.

13.

14.

15.

Timm CD, Concei¢do RCS, Coelho FJO, Roos TB, Tejada LS,
Quevedo OS, et al. Avaliagdo microbioldgica de doce de leite
pastoso. Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo. 2007; 66:275-7.

Landgraf M. Microorganismos indicadores. In: Franco BDGM,
Landgraf M. Microbiologia dos alimentos. Sdo Paulo: Atheneu;
2003. Cap 3. p.1 27-31.

Peixoto D, Weckwerh PH, Simionato EMRS. Evaluation of
the microbiological quality of confectionery products sold in
Ribeirao Preto — SP. Alim Nutr. 2009; 20(4):611-5.

297



