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Resumo

Objetivo: O presente trabalho teve como objetivo avaliar o
aspecto higiénico-sanitario de sorvetes artesanais e industriais e
analisar a variabilidade genética e a resisténcia a antimicrobianos
em isolados de Escherichia coli. Métodos: Foram compradas 27
amostras de sorvetes, detectando coliformes totais a 30-35 °C por
fermentagao em tubos multiplos. Os tubos com positividade foram
inoculados em caldo EC e em dgar SS para detecgao de Escherichia
coli e Salmonella spp, respectivamente. Para testes antimicrobianos,
utilizou-se técnica de difusdao em placas, discriminando niveis
de resisténcia. A variabilidade genética foi diagnosticada pelas
técnicas PCR-RAPD e ERIC-PCR através do grau polimérfico
determinado pelo padrao de bandas. Resultados e Discussdo: A
partir das amostras microbiolégicas, houve positividade para
E. coli (48%) e Salmonella spp (22%). Os testes de resisténcia a
antimicrobianos em E. coli diagnosticaram resisténcia para 85%
das amostras obtidas, sendo que destas, 34% apresentaram-se
multirresistentes. Encontrou-se um alto grau de polimorfismo
nos testes PCR-RAPD e ERIC-PCR, demonstrando a grande
variabilidade génica entre as bactérias. Conclusdo: As amostras
apresentaram condigoes insatisfatorias, oferecendo riscos a satde
dos consumidores. O teste antibiograma expressou resisténcia e
multirresisténcia, enquanto os testes PCR-RAPD e ERIC-PCR
indicaram grande variabilidade genética entre as bactérias,
considerando multiplas fontes de contaminagao. Portanto,
medidas para controlar a prevengao da contaminagao sao tidas
como importantes.

Palavras-chave: Alimentacido. Enterobactérias. Mutacio.

Antibacteriano. Sorvete.
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Abstract

Objective: The aim of the present study was to verify the Hygienic-
sanitary aspect of artisanal and industrial ice creams and
antimicrobial resistance in Escherichia coli isolated. Methods: 27 ice
cream samples were purchase, detecting total coliforms at 30-35
°C by fermentation in multiple tubes. The tubes with positivity
were inoculated in EC Broth and SS agar for the detection of
Escherichia coli and Salmonella spp, respectively. To antimicrobial
tests, plaque diffusion technique was used, discriminating levels
of resistance. Genetic variability was diagnosed by the PCR-RAPD
and ERIC-PCR techniques through the polymorphic degree
determined by the band pattern. Results and Discussion: From the
microbiological samples, there was positivity for E. coli (48%) and
Salmonella spp (22%). The antimicrobial resistance tests in E. coli
diagnosed resistance to 85% of the samples obtained, whereas
34% were multiresistant. A high degree of polymorphism was
found in the PCR-RAPD and ERIC-PCR tests, demonstrating
the great genetic variability between the bacteria. Conclusion: The
samples presented unsatisfactory conditions, offering hazards to
the consumers’ health. The antibiogram test expressed resistance
and multiresistance, while the PCR-RAPD and ERIC-PCR tests
indicated great genetic variability among the bacteria, considering
multiple sources of contamination. Therefore, measures to control
contamination prevention are considered important.

Keywords: Feeding. Enterobacteria. Mutation. Anti-bacterials.
Ice cream.

Introducéo

Sorvete é¢ um gelado comestivel, obtido pela emulsao de gorduras e proteinas, com ou sem a
adigdo de outros ingredientes e substancias, submetidas ao congelamento." Os sorvetes podem
ser classificados como: massa ou cremosos, picolés e produtos especiais gelados e devem ser
conservados sob temperatura adequada durante o transporte e armazenamento, para a manutencao

da qualidade do produto.**

Os sorvetes podem apresentar laticinios e/ou ovos em sua composigao, nesse caso, devem ser
submetidos ao tratamento térmico, conforme descrito na Resolucdo SAA - 03, de 10 de janeiro
de 2008, pois podem causar surtos de doengas transmitidas por alimentos (DTA), uma vez que

apresentam potencial risco de contaminagio de natureza bioldgica.***7
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Os surtos de DTA podem ser causados por bactérias da familia enterobacteriaceae, como a
Salmonella spp e Escherichia coli, bactérias gram-negativas que sao potenciais riscos biologicos. Esses
microrganismos sao responsaveis por graves intoxicagoes alimentares e por surtos registrados
em varios paises. Além do mais, podem causar manifestagoes potencialmente letais ao individuo,
sendo os imunocomprometidos e debilitados, criangas, idosos e gestantes altamente suscetiveis.* !

Entre as bactérias isoladas mais comuns em amostras clinicas, as enterobactérias sao as principais
responsaveis pelas infecgoes hospitalares, intestinais e extraintestinais, localizadas ou sistémicas,
além de acometimento de vias urindrias, pulmdes, sistema nervoso central, pele, mucosas e
meninges." Por habitar, naturalmente, o intestino humano, a presenca destes microrganismos em
alimentos indica contaminagao fecal, revelando a deficiéncia das condigoes higiénico-sanitdrias.* 115

Ap6s a descoberta dos antibiéticos, o tratamento das doencas infecciosas com elevado grau
de morbidade e mortalidade teve um grande avango terapéutico. Porém, o uso prolongado ou
indiscriminado dessas drogas tem favorecido o aumento da resisténcia bacteriana e os avangos
das industrias farmacéuticas ndo conseguem acompanhar na descoberta de novas drogas. Isso
interfere no tratamento e controle efetivo das infeccoes por estes agentes.*'o

As bactérias tém a capacidade de se adaptarem ao ambiente, o que estd associado a estrutura
gendmica, permitindo a troca de genes entre elas, originando assim uma diversidade alélica
determinada como variabilidade genética.”” A partir de testes laboratoriais, como Reacio em
Cadeia da Polimerase — DNA polimérfico amplificado aleatoriamente (PCR-RAPD) e Sequéncia
Repetitiva Intergénica de enterobactérias — Reagdo em Cadeia da Polimerase (ERIC-PCR), que
buscam estabelecer pardmetros genéticos que permitem agrupar isolados, é possivel detectar
meios de reprodugdo, niveis de migracdo, evolugdo e dispersdao de uma espécie, como também
sua habilidade de adaptagio as mudancas ambientais.'"

Com base no que foi aludido, objetivou-se avaliar o aspecto higiénico-sanitario de sorvetes
artesanais e industriais e analisar a variabilidade genética e resisténcia a antimicrobianos em
isolados de Escherichia coli.

Material e Métodos

Foram compradas, aleatoriamente, 27 amostras de sorvetes artesanais e industriais: 22 do tipo
massa ou cremosos e cinco do tipo picolé. Os sorvetes foram obtidos entre os meses de marco e
setembro de 2016, em estabelecimentos comerciais de Aragatuba, Promissdo, Piacatu, Rinépolis
e Gabriel Monteiro, no Estado de Sao Paulo.

Obtengao das amostras: Os sorvetes de massa foram obtidos em estabelecimentos como shoppings,
sorveterias e lanchonetes como self-service, e os picolés, retirados diretamente de freezers de lojas
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de conveniéncia. Foram utilizados os utensilios e recipientes oferecidos pelo estabelecimento,
retratando as condigdes com que o consumidor recebe o produto. Os sorvetes foram transportados
em caixas isotérmicas até o laboratério de microbiologia e biologia molecular do Centro
Universitario Catélico UniSalesiano Auxilium, Aragatuba-SP onde foram realizadas as andlises.

Pesquisa de coliformes totais (30-35 2C), termotolerantes (45 2C) e E. coli: Foi realizada pela
técnica de fermentagao em tubos multiplos.** A partir da amostra em estado liquido, pipetou-se
1 mL em tubos contendo Agua peptonada (ACUMEDIA) 1%, obtendo-se a amostra concentrada;
ap6s homogeneizagio, 1 mL desta foi transferido a outro tubo, obtendo-se a dilui¢ao 10, e deste,
uma aliquota de 1 mL foi utilizada para obtengao da diluigao 10*. Aliquotas de 1 mL de amostra
concentrada e suas dilui¢oes 10" e 10 foram pipetadas em série de trés tubos com rosca contendo
9 ml do meio de cultura Caldo Verde Brilhante Lactose Bile 2% (CVBLB) (KASVI) com Tubos
Duhran invertidos para detecgdo de coliformes a 35 °C. A positividade foi confirmada pela captagao
de gés no interior dos tubos Duhran liberados durante a fermentagio bacteriana.

A partir dos tubos positivos, foram repicados 1 mL da amostra em caldo Escherichia coli Broth
(EC) (KASVI) para deteccao de coliformes a 45 °C, seguindo a mesma técnica de fermentacdo em
tubos multiplos. Os tubos foram acondicionados em estufa bacteriolégica a 35 °Cx2 (CVBLB) e
banho-maria a 45 2C+2 (EC) por 48 horas.

Isolados de E. coli € Salmonella spp conhecidos foram inoculados juntamente com as amostras
como controle positivo, e o controle negativo sucedeu pela inoculagio do meio de cultura sem
amostragem. Testes fora dos padroes foram refeitos.

O Numero Mais Provavel (NMP) por mililitro de cada amostra de sorvete foi quantificado
conforme os padrées estabelecidos pela Resolugdo RDC n? 12, de 2 de janeiro de 2001, que
prevé padrdes maximos aceitaveis para alimentos de 10%/g para coliformes a 35 °C, e 5,0x10 para
coliformes a 45 °C.*!

Deteccao de Salmonella spp: O meio CVBLB foi utilizado para selecionar somente bactérias
gram-negativas. Sendo assim, apenas os tubos que apresentaram positividade foram repicados
para placas de Petri contendo o meio Salmonella-Shigella dgar (SS) (HIMEDIA). As placas foram
acondicionadas em estufa bacteriolégica a 37 2C+2 por 24 horas. Colonias negras indicaram
positividade.?

Isolamento e armazenamento de E. coli: As amostras positivas no caldo EC foram repicadas
em meio de cultura sélido Eosina azul de metileno (EMB) (KASVI). As placas foram mantidas em
estufa bacteriologica a 37 °C%2 por 24 horas. Colonias verdes metalicas indicaram positividade.

Perfil de resisténcia aos antimicrobianos: As amostras que apresentaram positividade no caldo
EC foram inoculadas em dgar MacConkey (KASVI) e mantidas em estufa bacteriolégica a 37 °C+2
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por 18-24 horas. Colonias réseas isoladas, indicativas de E. coli, foram transferidas para tubos
contendo caldo Lyptone Soya Broth (HIMEDIA) para ajuste do padrao do in6culo com auxilio
de um turbidimetro em 0,5 da escala de McFarland (1,5 x 10® UFC/mL). Utilizando-se a técnica
de difusdo em placas, as amostras foram semeadas em meio d4gar Muller Hinton (KASVI), onde
foram colocados discos Sensidisc DME dos seguintes antibidticos: Cefalotina (30 ug), Imipenem
(10 ug), Gentamicina (120 ug), Ciprofloxacina (05 mcg), Acido nalidixico (30 rg), Cloranfenicol
(30 ug) e Nitrofurantoina (300 ug)."+** As placas foram conservadas a 37 2C£2 por 24 horas. A
leitura foi realizada de acordo com as recomendacoes do fabricante (DME), medindo-se o didmetro
em milimetros dos halos obtidos e classificando-se a amostra como resistente, intermedidria e
sensivel a cada antibiético utilizado.

Anilise da variabilidade genética dos isolados de E. coli: Foram retiradas duas colonias isoladas
do agar MacConkey e suspensas em 200 ul de d4gua ultrapura.® Desta suspensao foram retiradas
2 ul para as reacbes de PCR-RAPD e ERIC-PCR, a fim de analisar a variabilidade genética.

Para uma reagdo de volume final de 25 ul, foram utilizados 2 ul de suspensao de células
como DNA molde, 2,5 mM de cada dNTP, 1,75 mM de MgCl,, 1X de tampao Taq DNA
polimerase, 1U de Taq Polimerase, 400 ng/ul de primer OPA12 (5 CAATCGCCGT 3’) ou Ecoli-2
(’AGAAGCGATG 3’) para o teste RAPD e 400 ng/ul de cada um dos oligonucleotidios ERICIR
(" TGTAGGCTCCTGGGATTCAC 37) e ERIC2R (5’AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 37)
para a técnica ERIC-PCR."

Areacao de amplificacio para o RAPD foi iniciada com a desnaturagao a 94 °C por trés minutos
seguidos de 45 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 30 °C e 2 minutos a 72 °C, finalizando com
uma extensao de 72 °C por 5 minutos. Para a técnica ERIC-PCR, a reagao contou com um ciclo
inicial de desnaturagao a 94 °C por 7 minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturacio a 94 °C por
1 minuto e 30 segundos, anelamento a 51 °C por 1 minuto, extensao a 72 °C por 1 minuto e 30
segundos e um ciclo final de extensao a 72 °C por 15 minutos. As reagdes de amplificacao foram
realizadas em um termociclador “Amplitherm termal cyclers”. Os produtos de amplificacio foram
separados em gel de agarose 1,5%, utilizando-se marcador de peso molecular 100 pb ladder como
referéncia. Os fragmentos foram visualizados em transiluminador de luz ultravioleta.*

As bandas visiveis no gel de agarose foram convertidas em matriz binaria, estabelecendo 1 para
bandas presentes e 0 para a bandas ausentes. O grau de similaridade (Jaccard) foi determinado
pelo coeficiente de concordancia simples, relacionando a presenga (1) e auséncia (0) de banda, e
os respectivos dendogramas foram construidos com auxilio do programa Past 2.17, versao 2013.
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Resultados e Discussao

A presenga de coliformes totais foi observada em 25 amostras (93%), sendo 20 de sorvete de
massa e cinco de picolé. Destas amostras, 16 (61%) apresentaram coliformes termotolerantes. De
modo geral, 44% e 7% das amostras apresentaram contagens fora dos padroes para coliformes a
35 °C e a 45 °C, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Aspectos microbiol6gicos de amostras de sorvetes de Aragatuba-SP e regido em 2016.

Microrganismo Unidade Padrao Contagem  N° amostras %o
federal*

Coliformes totais <10 10 37

NMP/g

(35 °C) 10%/g 11" -10? 5 19

112- >11° 12 44

Coliformes NMP/ 0 10 37

termotolerantes 8 5,0x10 1 a49 15 56

45 °C) 50 a >110 2 7

Salmonellaspp Positivo 6 22

Em 25 Negati
meg egatvo Negativo 21 78

* Padroes microbiolégicos segundo a RDC n? 12, de 2 de janeiro de 2001 e Portaria n® 451, de 19 de setembro
de 1997.

Por se tratar de amostras de origem alimenticia, o alto indice de tais bactérias pode levar o
consumidor a um quadro infeccioso.?” A contaminagao pode ser proveniente de uma ma condigio
higiénico-sanitaria durante todo o processo de fabricagdo do sorvete, assim como durante o
tratamento térmico, principalmente em pequenos comércios artesanais, onde os manipuladores
dificilmente sdo conscientizados por meio de uma politica de qualidade eficiente sobre o risco de
contaminagdes.”"* Presumindo que a E. coli ¢ uma das principais causadoras de diarreia, e que,
segundo a Organizacio Mundial da Satude (OMS), quase 2 milhdes de criangas morrem todos
os anos no mundo por conta dessa disfungao, sendo 200 mil somente no Brasil, sua presenga em

sorvetes gera uma alarmante preocupagio quanto a situagao de saude publica.*-*

Resultados semelhantes foram encontrados em Araraquara-SP, onde, das 24 amostras de
sorvetes nao pasteurizados, 66,6% nao estavam de acordo com os padroes estabelecidos pelo
Regulamento da Inspecao Industrial e Sanitdria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA).*"** Em
Arapongas-PR, 21 amostras de sorvetes analisadas (industriais e artesanais) estavam contaminadas
por coliformes a 30-35 °C.°
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Com relagdo aos testes qualitativos para Salmonella spp, esta foi encontrada em seis (22%)
das amostras (Tabela 1). Além disso, foram observadas larvas de mosca em uma das placas de
cultivo, indicando uma possivel contaminacédo com ovos no utensilio coletor de sorvete, ja que
esta se encontrava inserida em reservatério desprotegido com agua contendo restos de sorvetes
de lavagens anteriores.

Estima-se que a E. coli e Salmonella spp se diversificaram a partir de um mesmo ancestral, isso
explica a similaridade na sintomatologia das doencas causadas por tais bactérias. Ha cerca de 100
milhées de anos vém ocorrendo naturalmente mutacdes e sele¢oes génicas, dando origem aos

microrganismos distintos atuais.***

Resultados positivos para Salmonella spp foram encontrados em Fortaleza-CE, onde 75% das
amostras de sorvetes estavam em desacordo com a Resolu¢ao da ANVISA n? 12, de 2 de janeiro de
2001, que prevé a auséncia da bactéria em qualquer produto alimenticio."** Cepas de Salmonella
spp podem ser destruidas durante a pasteurizagdo, porém o alimento pode ser recontaminado
por materiais, equipamentos e maos dos manipuladores ma higienizadas.*

Nos Estados Unidos, o Centro de Comunicagido de Doengas (CDC) estima que 95% das
contaminagoes por Salmonella spp sao de origem alimentar. Ja a Rede de Vigilancia Ativa de doencas
de origem alimentar (FoodNet) considera que, de 1,4 milhdo de casos anuais de salmonelose,
1,3 milhdo sdo devido ao consumo de alimentos contaminados por Salmonella spp. Esse tipo de
contaminagdo classifica o produto como potencialmente capaz de causar doenga transmitida por
alimento (DTA), denominando este como inapropriado para consumo humano.*" %%

Entre 1993 e 1997, no interior de Sao Paulo, foram analisados 23 surtos ocorridos por Salmonella,
verificando que 95,7% dos casos estavam associados a ingestdo de alimentos contendo ovos, sendo
87% vinculados a ingestao de alimentos a base de ovos crus, como no caso de alguns emulsificantes
utilizados em sorvetes.*

O contagio por Salmonella spp pode nao ter ocorrido por imprudéncia do fabricante dos
sorvetes e sim pela matéria-prima adquirida de ambiente externo, principalmente o ovo in natura.
Para garantir que seu produto ndo se contamine, o ideal seria que o fabricante se certificasse da
qualidade dos produtos oferecidos por seus fornecedores.

Quanto ao teste de resisténcia aos antimicrobianos, 27 (85%) amostras de E.coli manifestaram
resisténcia a pelo menos um dos agentes antimicrobianos, trés (9%) apresentaram-se com resisténcia
intermediaria e apenas 2 (6%) foram sensiveis. Uma infecgdo por organismo sensivel pode ser
tratada com a dose recomendada do farmaco, ja por um agente que demonstra resisténcia
intermedidria, o tratamento deve ser administrado em dose méaxima, se possivel, e em caso de
bactérias resistentes, o microrganismo nao serd inibido pelo agente antimicrobiano.***’
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Os antibioticos mais eficientes foram o Cloranfenicol e a Gentamicina, inibindo 100% do
crescimento bacteriano, seguidos de Ciprofloxacina (94%), Acido Nalidixico (78%), Imipenem
(79%), Nitrofurantoina (37%) e Cefalotina (31%), conforme Figura 1.

H Resistente Intermediario ®sensivel

3
2 30 32
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CLOolo CIP0S ____—_\—____——__
GENLO [PM10
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CLO10- Cloranfenicol, CIP05- Ciprofloxacina, GEN- Gentamicina, TPif1 0-
Imipenen, CFL30- Cefalotina, NIT300- Nitrofurantoina e NAL30- Acido Nalidixico.

Figura 1. Eficiéncia dos antimicrobianos em Escherichia coli isoladas de amostras de sorvetes
de Aragatuba-SP e regido, 2016.

Além disso, 11 amostras (34%) apresentaram multirresisténcia aos antimicrobianos, um fator
inquietante, pois esses microrganismos surgem com diversos fatores, abrangendo o uso abusivo e

inapropriado de antibidticos por parte da populagio.**

Os bacilos Gram-negativos analisados foram provenientes de amostras que apresentaram
positividade em qualquer concentragio e repeticdo da triplicata. Bactérias de mesma origem
amostral apresentaram perfil de resisténcia diferenciado, conforme exemplos da Tabela 2.

Demerey; 2017; 12(2); 493-508



Aspecto higiénico-sanitdrio de sorvetes artesanais e industriais

Tabela 2. Perfil de resisténcia a antimicrobianos de bactérias de uma mesma origem amostral
isoladas de amostras de sorvetes de Aragatuba-SP e regido, 2016.

Amostra Concentracao IPM10 CFL30 NIT300 NAL30
2 10 S R I S
2 10 S R S R
2 10 S R R S
13 10 S R R R
13 10 S R S S
14 10 S I S S
14 102 I R S S
19 10 I R R S
19 10 S R R S
19 102 S S R I
23 10 1 S I R
23 10 1 R R 1
23 10 S S S S
23 10 R R I S
23 10 I R S S
24 10 S R R S
24 10 S S R I
24 10 I R S S

A mutagdo genética se desenvolve quando o microrganismo adquire resisténcia a um
antimicrobiano ou se adapta a um meio diferente. Esta € estavel e transmitida a geragoes sucessivas.
Aresisténcia a antibi6ticos ja € um problema global, pois as infecgoes de maior risco sao provocadas
pelas superbactérias, que sdo incontrolveis aos firmacos frequentemente utilizados.*

Microrganismos resistentes apresentam fené6tipo de resisténcia marcado por uma concentragao
minima inibitéria (CMI) para certo tipo de antibiético.** A bactéria pode ser resistente a um
antimicrobiano apenas pelo fato de ndo possuir a estrutura sobre a qual este exerce sua atividade.
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Aresisténcia adquirida alude o desenvolvimento da estrutura de resisténcia, obtida por mutagao de
genes ja existentes, ou de materiais vindos de outros microrganismos (transformagao, transdugao
e conjugagao) por muta¢ao do material genético adquirido.”

Resultados divergentes foram obtidos analisando a resisténcia antimicrobiana de E. coli isoladas
de fezes de leitoes, em que se verificou niveis elevados de resisténcia, como 97% para Cloranfenicol
e 86% para Gentamicina.” Um estudo realizado em 2001 mostra a prevaléncia de resisténcia de
E. coli O157: H7 em Cefalotina e Cloranfenicol.*®

O teste de variabilidade genética demonstrou alto grau de polimorfismo a partir dos dois
iniciadores testados no PCR-RAPD e a amplificagio revelou um total de 20 bandas, sendo todas
polimoérficas, indicando a abrangente e consideravel variedade génica entre as bactérias isoladas
(Figura 2). Foram obtidas nove bandas com o primer Ecoli2 com tamanho entre 400 pb e 2.080
pb e coeficiente de correlagio de similaridade de Jaccard de 0,85. Considera-se forte similaridade
para correlagdes acima de 0,80. O uso do primer OPAI2 revelou a presenca de 11 bandas distintas,
variando também entre 400 pb e 2.080 pb e coeficiente de correlacao de 0,87. Os dendogramas
referentes a estes resultados foram obtidos através do programa PAST e estao demonstrados na
Figura 3A.

2080 pb

*PM-Peso molecular. Pocos 1 a 5 referem-se a amostra 23 e pogos 6 a 9 indicam amostra 24.

Figura 2. Divergéncia génica de mesma procedéncia e presenca de bandas conservativas de

Escherichia coli em amostras de sorvetes de Aragatuba-SP e regido, 2016.
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Figura 3A. Teste RAPD utilizando-se primer Ecolil e OPA12, respectivamente.

Bandas distintas também foram obtidas estudando-se amostras de E. coli isoladas da dgua da
Lagoa dos Patos-RS, os padroes de bandas proporcionaram grande variedade genética, com 5 a
15 fragmentos de 150 pb a 1.800 pb.*”

Para o teste ERIC-PCR, foram obtidas 16 bandas que, quando comparadas diretamente com
o peso molecular ladder 100 pb, apresentaram fragmentos variando entre 100 pb e 1.500 pb e
coeficiente de correlagao de 0,78 (Figura 3B), sendo possivel agrupar as amostras em quatro grupos.
A variabilidade genética presente em uma espécie de bactéria pode ser demonstrada pelo estudo
dos fragmentos de DNA de tamanhos distintos (ERIC-PCR), gerados a partir de uma amplificacao
de sequéncias repetitivas existente em seu genoma, por meio da utilizacdo de oligonucleotideos
especificos pela PCR.*
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Figura 3B. Teste ERIC-PCR.

O uso da técnica ERIC-PCR também foi eficaz, demonstrando a variabilidade genética e
caracterizagdo de amostras de Leishmania chagasi, obtendo resultados confidveis, sensiveis e
especificos, podendo ser utilizada em situagoes de diagnéstico e diferenciacao, além da facilidade
na aquisicao dos resultados."”

Figuras 3 (A e B) representam, respectivamente, dendogramas referentes ao teste de
variabilidade genética PCR-RAPD e ERIC-PCR da E. coli isolada de amostras de sorvetes de
Aragatuba-SP e regido, 2016.

A conservagao de bandas, comum em teste PCR-RAPD em espécies proximas, aparece somente
em algumas amostras com a mesma procedéncia (Figura 2), diferenciando apenas as concentragoes
dos meios em que foram isoladas, porém quando comparadas ao restante das amostras, a
persisténcia era omissa. O perfil génico encontrado em todas as amostras foi extremamente
diversificado.

Ocorréncia a ser considerada também ¢ a diferenga génica entre bactérias isoladas de meio de
cultivo em concentragoes diferenciadas, porém, todas sao provenientes de uma mesma amostra,
supondo uma contaminagao de cepas heterogéneas.
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Conclusao

As amostras apresentaram alto indice de contaminagao por coliformes a 30-35 °C e coliformes a

45 °C, e positividade para Salmonella spp, tornando o alimento uma ameaga a satide do consumidor.

O teste de suscetibilidade a antimicrobianos da E. coli isolada do sorvete expressou resisténcia e

multirresisténcia, além de decorréncia diferenciada para bactérias provenientes de uma mesma

amostra. Aspecto discorde numa mesma amostragem também foi encontrado na PCR-RAPD,

que detectou indice de polimorfismo, indicando grande variabilidade genética entre as bactérias,

considerando fontes distintas de contaminacoes.
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