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Resumo: Diversos casos de doencas transmitidas por alimentos sdo notificadas
anualmente no estado do Parand. Quase 100% dessas toxinfec¢cdes alimentares sdo causadas
por bactérias. A conscientizacdo dos manipuladores de alimentos sobre higiene pessoal, do
ambiente e dos utensilios de trabalho, € imprescindivel devido as diversas formas de riscos de
contaminacdo dos alimentos que estdo sendo manipulados. O objetivo deste trabalho foi
investigar quais agentes microbiol6gicos estdo presentes nos panos de prato, verificar a
presenca da Escherichia coli, e os potenciais riscos microbiolégicos que manipuladores e
consumidores podem estar expostos no dia-a-dia, e por fim demonstrar qual a responsabilidade
dos manipuladores de alimentos na propagacao destes agentes. Foram realizadas colheitas em 6
acougues de Londrina e regido. Essas colheitas foram efetuadas no periodo de setembro de
2019 a marco de 2020, por meio da técnica de swab test, totalizando 11 amostras que foram
posteriormente analisadas no Laborat6rio de Microbiologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas,
da Universidade Estadual de Londrina. Os testes realizados foram: bioquimico para
identificacdo das colonias e antibiograma apenas amostras positivas para Escherichia coli.
Foram identificadas 27 colonias de enterobactérias, destas, 3 amostras de Escherichia coli
foram submetidas ao teste de sensibilidade antimicrobiana e apresentaram sensibilidade
intermediaria a dois importantes antibidticos, cefotaxima e cefazolina. Além disso, o trabalho
demonstrou a necessidade de maior enfoque e que sejam trabalhados de formas inovadoras 0s
treinamentos com relacdo as boas préticas de fabricacdo, tanto pela equipe técnica responsavel,
como pelos 6rgéos de fiscalizacdo e vigilancia sanitaria.

Palavras-chave: consumidor, manipulacao, resisténcia bacteriana, saude.

Abstract: Several cases of foodborne diseases are reported annually in the state of
Parana. Almost 100% of these foodborne infections are caused by bacteria. The awareness of
food handlers about personal hygiene, the environment and work, is essential due to the various
forms of risk of contamination of the food being handled. The objective of this work was to
investigate which microbiological agents are present in the dish towels, to verify the presence
of Escherichia coli, and thus to identify the potential microbiological risks that manipulators
and consumers may be exposed to on a daily basis, and finally demonstrated which the
responsibility of food handlers in spreading these agents. Collections were carried out in 6
butchers in Londrina and region. These collections were carried out from September 2019 to
March 2020, using the swab test technique, totaling 11 that were subsequently analyzed at the
Microbiology Laboratory of the Biological Sciences Center of the State University of Londrina.
The tests realized were: bacterial and biochemical sensitivity for identification of colonies, and
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antibiogram only for the positives results for Escherichia coli. 27 colonies from enterobacterias
were identified, among these, 3 of Escherichia coli were subjected to the antimicrobial
sensitivity test and intermediate sensitivity to two important antibiotics, cefotaxime and
cefazolin, in addition to this the necessary work with a greater focus and that worked in
innovative ways the training and information regarding good manufacturing practices, both by

the responsible technical team, as well as by the health inspection and surveillance bodies.
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Introducéo

O termo “Seguranca Alimentar”
teve origem a partir da Segunda Guerra
Mundial onde mais da metade de toda
Europa sofria com a falta de alimento e
com a dificuldade na produgdo desses
alimentos (SILVA, 2012). No Brasil por
sua vez, Marmentini, Alvarenga e Ronqui
(2010)  descreveram, com  bastante
propriedade, a legislacdo numero 11.346
de 15 de setembro de 2006, que deu
origem ao Sistema Nacional de Seguranga
Alimentar e Nutricional -SISAN. O
autores relataram que € direito de todos o
acesso de forma continua e regular aos
alimentos de boa qualidade e em
quantidade adequada, ainda mencionaram
que esse direito ndo pode comprometer o
acesso a outras necessidades basicas,
devendo acontecer de maneira sustentavel

com a sociedade, com a cultura, com o

ambiente e a economia do pais. De acordo
com Silva (2012), o termo “Segurancga
Alimentar” deve ser utilizado nas seguintes
condicdes: conforme descrito pela FAO —
Food and Agriculture Organization da
Organizagdo das NacgOes Unidas para
Alimentacdo e Agricultura, quando o
alimento ¢é fornecido a toda populacdo de
forma segura, nutritiva e em quantidade
suficiente para todos de maneira que haja
uma vida ativa e saudavel, e, associada ao
termo “Food Safety”, no qual o alimento ¢
fornecido de forma segura e com garantia
de qualidade.

A qualidade de um alimento esta
diretamente relacionada com o controle das
contaminagcdes fisico - quimica e bioldgica.
Quando qualquer uma destas
contaminag0es, ou mais de um desses
fatores estiverem presentes no alimento,

pode culminar em uma DTA (Doenca
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Transmitida por Alimento) para quem for
consumir desses alimentos. A DTA
engloba todas as toxinfecgdes causadas por
microrganismos como bactérias, virus,
protozoarios, fungos, agentes quimicos,
substancias toxicas de origem animal e
vegetal que possam estar presentes e que
sd0  indesejadas. Em razdo da
complexidade dos fatores que afetam esta
questdo, é importante o acompanhamento
da seguranca alimentar em todos o0s
processos do alimento, como a
industrializacdo, processamento, transporte
e até mesmo na fase final e chegada a mesa
do consumidor. Desta forma, atendendo a
legislacio em vigor, e devido ao
crescimento exponencial dos servigos de
fornecimento de alimento, e da exigéncia
do consumidor final, sd8o necessarios os
cuidados através do ensino adequado de
como se procede a higiene pessoal, do
ambiente e dos utensilios, em especial para
os manipuladores que participam de todos
0S processos de manipulacdo dos
(ANDRADE; SILVA,;
BRABES, 2003; SILVA, 2012).

De acordo com as orientacdo da
portaria RDC 216 de 15 de setembro de
2004, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, e da Portaria 368, de 04 de
setembro de 1997 do Ministério de

alimentares

Agricultura e do Abastecimento, a
secagem das méos, depois de higienizadas,

devem ser realizadas em material de papel
descartavel e ndo reciclavel; o local de
trabalho onde se manipula os alimentos
deve possuir lavatdrios exclusivos e de
facil acesso aos manipuladores, e ainda em
nimero suficiente para a quantidade de
manipuladores que ali trabalham. Além
disso, os sabonetes disponiveis para a
higienizacdo devem conter caracteristicas
especificas, além de dispenser de papel
toalha e com acionamento sem contato
manual para evitar contaminacao posterior.

Nos locais onde se manipulam
alimentos sdo utilizados métodos para
identificacdo do nivel de contaminagdo, e
esses testes servem de parametro pra
verificar como estd sendo executado o
controle de qualidade dos alimentos. Um
dos pardmetros que sdo avaliados é a
quantidade de coliformes no ambiente e
utensilios, pra verificar a contaminacdo de
origem fecal. Os coliformes sdo bactérias
da familia Enterobacteriaceae, e dentre
elas a bactéria do género Escherichia coli é
a principal indicadora se ha contaminacéo
fecal, pois ela é exclusivamente de origem
fecal (SCHUROFF et al., 2014; MACEDO
et al, 2020). A Escherichia coli
geralmente estd associada as infecgoes
intestinais em adultos e criangas, por isso
séo denominadas como E.coli
diarreicogénica (ETEC). Mas também
pode ser dividida em diferentes patotipos:
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E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
produtora de toxina  Shiga ou
enterohemorragica (STEC/EHEC) e E. coli
enteroinvasora (EIEC). Esses patotipos sao
muito importantes nos casos de infeccdes
humanas porque podem causar desde
problemas gastrointestinais, a quadros mais
graves como colite hemorragica, sindrome
urémica (SHU) e de
insuficiéncia renal aguda e crénica
(SCHUROFF et al., 2014).

De acordo com a Organizagdo
Mundial da Saude (OMS), os utensilios

utilizados como tabuas de carne, serra fita,

hemolitica

caixas plasticas, talheres, pano de prato,
entre outros, participam aproximadamente
de 16% das contaminacdes relacionadas as
doengas transmitidas por alimentos,
enquanto que o0s manipuladores séo
responsaveis por 26% dos surtos de
doencas bacterianas de origem alimentar,
sendo que as méos sdo um dos principais
veiculos de transmissdo microbioldgica. Se
0s manipuladores de alimentos violarem as
instrucBes bésicas de higienizacdo, o risco
de contaminacdo dos alimentos, dos
utensilios e ambiente de trabalho, podem
aumentar consideravelmente (ANDRADE;
SILVA; BRABES, 2003; SANTOS et al.,
2011). As bactérias tem capacidade de
aderir as superficies de contato dos
equipamentos e utensilios, em especial

aqueles que possuem  caracteristicas

absorviveis como tecidos, madeiras, ou que
tenham fissuras e frestas. Estes materiais
ou superficies servem como meio e
acuimulo de secrecbes, desta forma
diferentes autores sugeriram a mudanca
dos materiais utilizados como utensilios de
manipulagdo de alimentos, e ainda o
desenvolvimento de novos produtos e
protocolos  de
superficies (AGUIAR et al., 2006;
TEIXEIRA et al., 2007; PINHEIRO,;
KOURI; MELLO, 2010).

De acordo com o Centro de

higienizacdo  dessas

Controle de Doencas Americana, dos
Estados Unidos, as bactérias séo
responsaveis por 70% dos surtos e 95%
dos casos de toxinfeccdo alimentar
(ANDRADE; SILVA; BRABES, 2003).
Baseado nesta informacéo e no fato de que
as doencas transmitidas por alimentos
podem  causar  diversas  alteracdes
metabolicas como diarreias, vomito, dores
de cabeca, febre, desconforto abdominal e
dependendo do quadro infeccioso, 0s sinais
clinicos variam e podem-se agravar para
meningite, alteracdes renal e hepética
(Passos et al., 2008), ndo sobram duvidas
da grande importancia que as bactérias
possuem nos surtos de origem alimentar.
Posto isto, e considerando as informacdes
relatadas na literatura sobre contaminacgéo
do ambiente e utensilios como potencial

risco de contaminagdo alimentar, este
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trabalho teve como objetivo investigar
quais agentes microbioldgicos estdo
presentes nos panos de prato de 6 agougues
de Londrina e regido, verificar a presenca
da Escherichia coli, e assim identificar os
potenciais riscos microbiolégicos que
manipuladores e consumidores podem
estar expostos no dia-a-dia, e por fim,
demonstrar qual a responsabilidade dos
manipuladores de alimentos na propagacgéo
destes agentes.
Materiais e Métodos

Esta pesquisa foi realizada com
parceria entre a Universidade Estadual de
Londrina (UEL), Mestrado Profissional em
Clinicas Veterinarias e Laboratorio de
Bacteriologia do Centro de Ciéncias
Bioldgicas (CCB), e do Departamento de
Vigilancia Oficial do municipio de
Londrina — PR. As colheitas deste trabalho
foram realizadas em 6 acougues
localizados no municipio de Londrina,
Cambé e Sertandpolis, no periodo de
setembro de 2019 a marco de 2020. Os
estabelecimentos foram incluidos nesse
estudo considerando a concordancia dos
proprietarios, assinatura de termo de
liberagdo para colheita e fiscalizagéo
oficial da Vigilancia Sanitaria do
municipio.

A colheita do material foi realizada
por uma pessoa treinada e capacitada em
boas préticas de manipulacdo e técnica

para colheita do material nos 6
estabelecimentos. Os estabelecimentos A,
B e C foram classificados como grupo 1, e
0s estabelecimentos D, E e F foram
classificados como grupo 2. Os agougues
possuiam diferentes niveis estruturais e de
boas préticas de manipulacdo, sendo o
grupo 1 classificado como nivel elevado e
possuia veterinario responsavel (RT) e o
grupo 2 com caracteristicas inferiores de
estrutura e sem (RT). Em todas haviam a
manipulacdo, fabricacdo e comercializacdo
de produtos carneos de diferentes espécies
animais (aves, suinos e bovinos).

O material escolhido para colheita
das amostras foi 0 pano de prato de tecido
de algoddo, por ser um item utilizado na
higienizacdo do ambiente, equipamentos e
médos dos manipuladores. Em cada
estabelecimento um pano de prato foi
escolhido de forma aleatdria, cuja colheita
superficial das amostras foi realizada por
meio da técnica de esfregaco de superficie
com “Swab Test” (ABNT, 1998). A pessoa
que realizou a colheita fez o wuso
obrigatorio de EPI’s, a fim de evitar a
contaminagdo do material colhido. Todos
0s swabs para colheita foram umedecidos
em solucdo diluente BHI - infusdo Cérebro
coracdo (Difco®,USA) antes de iniciar o
procedimento (Figura 1A).

Em cada pano de prato foi

delimitado uma metragem aproximada de
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62,5 cm3, respectiva as distancias entre o0s
dedos polegar e indicador sempre na regido
central do pano (Figura 1B). Em seguida
eram realizadas friccbes no pano de prato
com uma pressdo constante. O swab era
posicionado em uma angulacdo de 30
graus e realizando giro completo de 180
graus, com movimentos da esquerda para a
direita, e em seguida da direita para a
esquerda, e assim consecutivamente,

totalizando quatro movimentos continuos.

Por fim, os swabs eram conservados em
tubos com caldo BHI de 5ml cada,
armazenados em caixa de isopor simples
em temperatura ambiente, e imediatamente
transportados  ao Laboratorio  de
Bacteriologia do  Departamento de

CCBJ/UEL, e
acondicionados em estufa bacterioldgica a

37°C por 18 a 24 horas.

Microbiologia do

Figura 1: A — Tubos de coletas contendo caldo BHI; B- Pano de prato durante coleta da amostra

microbiolégica. Imagens: arquivo pessoal.

No laborat6rio de bacteriologia, 0s
swabs foram removidos dos tubos
contendo caldo BHI e semeados em placas
contendo &gar MacConkey (Neogen®) e
agar MacConkey acrescido dos
antibidticos Ciprofloxacina e Cefotaxima,
para crescimento bacteriano e possivel
selecdo de bactérias resistentes e em Agar
Sabouraud (Difco®, USA) para identificar

crescimento  fangico. Para  selecdo

especifica de enterobactérias como
Salmonella e Shigella, foi necessario a
realizacdo do teste de imersdo em caldo
Rappaport-Vassiliadis (Difco®, USA). Os
resultados positivos para enterobactérias
que apresentaram turbidez do caldo
Rappaport-Vassiliadis, foram semeados
posteriormente em agar verde brilhante e
Desoxicolato-lisina-xilose (Kasvi®). Estes

testes foram feitos para a selecdo e
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isolamento  de enterobactérias gram-
negativas em especial a Salmonella spp. e
Shigella spp. Todas as amostras analisadas
precisaram ser submetidas a incubacdo em
estufa bacterioldgica, em 37°C por 18 a 24
horas.

Ap0s as colbnias bacterianas serem
isoladas, as amostras foram submetidas a
identificacdo bioquimica para classificacdo
de gram-negativas, dentro da familia
Enterobacteriaceae de acordo com a
metodologia de identificacdo descrita por
Koneman (2008), Foram utilizados o0s
meios EPM que avalia a fermentagdo de
glicose, producdo de gas, producdo de
H2S, hidrdlise da uréia e desaminacdo da
fenilalanina, MILI que testa motilidade,
descarboxilacdo da lisina e producdo de
indol e o teste Citrato de Simmons que
avalia a utilizacdo do citrato como Unica
fonte de carbono. Posteriormente foram
incubados a 37°C por 24 horas. As
amostras positivas para Escherichia coli
foram submetidas ao teste de sensibilidade
bacteriana por meio do antibiograma de
acordo com as recomendacdes do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2018), pelo método de disco difusdo em
agar. Foram testados 0s seguintes
antimicrobianos  (Laborclin® - BR):
tetraciclina (30ug), ciprofloxacina(5pg),
cefotaxima (30), gentamicina (10pg),

cloranfenicol (30pg), enrofloxacina(05
ug), azetronam(30 pg), cefazolina (30ug),
cefalexina(30 pg), imipenem(10 pg),
ceftazidima(30pg), cefepime(30ug) e
sulfazotrim (25 pg).
Resultado e Discussao

As 11

inicialmente apresentaram crescimento nos

amostras  colhidas
meios de cultura Agar Macconkey e Agar
Sabouraud, ondem apresentaram 6timo
crescimento microbiano e fangico. Foram
isoladas 69 coldnias bacterianas, todas as
amostras  bacterianas foram também
submetidas ao crescimento em &gar
MacConkey adicionado os antibioticos
Ciprofloxacina e Cefotaxima para selecdo
de possiveis coldnias resistentes aos
antibidticos. De acordo com a Tabela 1, €
possivel observar que 91% das amostras
Al, A2, B1, B2, C1, C2, D1, D2 e E1,
apresentaram crescimento positivo em
meio de cultura acrescido com cefotaxima,
que segundo Carmine et al. (1983) & Todd
e Brogden (1990), é o primeiro antibiotico
da familia das cefalosporinas de terceira
geracdo, de ampla acdo principalmente
sobre gram-negativas e utilizados no
tratamento de doengas causadas por
enterobactérias multirresistentes. Em 55%
das amostras A2, B2, C2, D1, E1 e E2
apresentaram crescimento em meio de

cultura com ciprofloxacina, um antibiético
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de amplo espectro da familia das
quinolonas, de eficicia contra quase todas
gram-negativas (CAZEDEY, 2009).

A presenca de microrganismos em
superficies, como citado por Battaglini
(2012), além de causarem deterioragdo do
alimento, sdo responsaveis por diversas
causas de toxinfeccOes, a presenca das
bactérias indicadoras de contaminacgdo

fecal, e principalmente a Escherichia coli e

Salmonella spp. Além disto, estes sdo
indicativos de grande deficiéncia nos
procedimentos de higienizagcdo do setor.
Os resultados positivos para turbidez do
caldo Rapapport nas amostras Al, A2, B1,
D1, D2, E1 e E2, foram um indicativo da
presenca de Salmonella spp. ou Shigella
spp, e necessitaram posterior identificacdo

destas colonias.

Tabela 1 - Perfil de resisténcia microbiana das amostras coletadas dos panos de tecido, e

cultivadas em 4gar MacConkey acrescidos de Ciprofloxacina e Cefotaxima.

ATB Al Bl B2 C1 Cc2
CIP negativo positivo Negativo positivo negativo positivo
CTX positivo positivo Positivo  positivo  positivo  positivo

CALDO RAPAPPORT Turvo turvo

Turvo turvo normal  Normal

ATB D1 D2 El E2 F1

CIP positivo  negativo  positivo  positivo  negativo

CTX positivo  positivo  positivo  positivo  negativo
CALDO turvo Turvo turvo turvo normal
RAPAPPORT

Na segunda fase do processo, as
colénias foram submetidas ao teste
bioguimico, para identificacdo dos géneros
da familia Enterobacteriaceae presentes
nas amostras. Os resultados estdo presentes
na Tabela 2. As 27 coldnias isoladas que se
classificaram como bactérias da familia

Eterobacteriacea, das quais 40% eram do

género Enterobacter e 11% do género
Citrobacter, e 15% do género Klebsiella.
Nos estabelecimentos B e D foram
0s Unicos locais onde se identificou a
presenca da bactéria Escherichia coli. Esta
bactéria esta presente no trato gastro-
intestinal de mamiferos e aves, e € uma

bactéria gram-negativa, quando presente
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no alimento e no ambiente de producéo,

sendo um indicador de contaminacdo fecal

e falta de higiene em especial dos
manipuladores (SCHUROFF et al., 2014).

Tabela 2 — Frequéncia e classificacdo dos agentes isolados nos panos de tecido, por meio da técnica

de identificagdo bioquimica.

NUMERO DE

GENERO ISOLADOS/ TOTAL % AMOSTRA/GENERO
Enterobacter 11/27 40% AB,D,E
Citrobacter 3/27 11% AC
Escherichia coli 3/27 11% B,D
Hafnia 1/27 4% Cc
Klebsiella 4/27 15% AB,C
Proteus 1/27 4% D
Serratia 1/27 4% A
Shigella 3127 11% AB

A E. coli apresenta caracteristicas
especificas quando semeada em &gar

MacConkey, observando-se coloragédo

—— = —
Nio fermentadoras de lactose
7

vermelho/rosado devido & fermentacdo da
lactose (KONEMAN, 2008), como

observado nas figuras abaixo.

R
Fermentadoras de lactose

'\

Figura 2: Placas contendo &gar MacConkey, demonstrando presenga da fermentacédo de

lactose. Imagens: arquivo pessoal.
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A identificacdo da espécie E. coli
no exame bioquimico, apresentou 0s
resultados: Producdo de gas a partir da
fermentacdo de glicose, lactose, indol,
lisina positivas, motilidade positiva exceto
em casos de E. coli enteroinvasora e H2S,
citrato e urease negativa. Os resultados
foram interpretados através de tabela
referenciada por KONEMAN (2008).

Embora o estabelecimento B, tenha
uma melhor estrutura fisica e uma maior
orientacdo com relacdo as boas préaticas de
manipulacdo quando comparado ao grupo
D, \verifica-se que em ambos o0s
estabelecimentos as atividades realizadas
estdo com certo risco operacional, e que ha
uma falha nos cuidados de higiene por
parte dos manipuladores, e ainda, que estes
funcionarios  precisam de  melhores
orientagdes quanto a forma correta de
manipulagdo dos alimentos e os cuidados
com a higiene.

No antibiograma os farmacos
gue mostraram maior eficacia contra os
isolados de E. coli foram, ciprofloxacina,
gentamicina, cloranfenicol, enrofloxacina,
azetronam, cefalexina, imipenem,
ceftazidima, cefepime e sulfazotrim. As
amostras de Escherichia coli isoladas
denominadas D9 e B7, apresentaram
sensibilidade intermediaria aos
antimicrobianos cefotaxima e cefazolina

respectivamente e a amostra D4 foi

sensivel a todos os antimicrobianos
testados.

Os antimicrobianos cefazolina e
cefotaxima, portanto, ndo apresentaram
100% de eficicia sobre as bactérias da
espécie E. coli testadas.

Com relacdo a cefazolina 66%
das amostras foram sensiveis, e cefotaxima
66% apresentaram sensibilidade.

Um importante fator deste
trabalho, foi a identificacdo como
demonstrado por Martins (2020) que a
distribuicdo do conhecimento em boas
praticas de manipulacdo e a legislagdo
atual, ndo estdo sendo satisfatorias. O
trabalho demonstrou que 72% dos
estabelecimentos nao possuiam
veterinarios responsaveis ou equipe de
consultoria para instrucdo em boas
praticas, e este resultado foi observado nas
colheitas do grupo 2, onde 0 mesmo nao
ocorria e isto tras resultados que levam a
contaminacdo do ambiente e do produto.

Como descrito por Battaglini
(2012) e observado neste trabalho, o uso
dos panos de tecido (pano de prato) nos
setores de manipulacdo, embora proibidos
por legislagdo, ¢ uma atividade comum
dentro dos setores.

Frequentemente a contagem
microbiolégica em panos de prato séo
altas, e desta forma podem facilmente

disseminar esses microrganismos por todo
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0 setor. Também descreveram que a
colheita de forma superficial s6 demonstra
que 0S resultados verdadeiros
provavelmente indicariam contagens e

presenca de microrganismos muito mais

alta.
Conclusao

Como foi encontrado a presenca de
diversas bactérias da familia

Enterobacteriaceae, que possuem grande
importancia para saude humana, e 2
estabelecimentos de 6 a presenca de
Escherichia coli, demonstrou a
necessidade de implementar medidas mais
eficazes de higiene dos manipuladores e
dos utensilios utilizados para manipulacao.
Com tudo considera-se que as medidas de
higiene  dos  estabelecimentos  que
participaram da pesquisa ndo se mostram
eficazes, desta forma recomenda-se a
implementacdo de cursos de capacitacdo
dos manipuladores de formas inovadoras a
fim de corrigir os problemas referentes as
praticas de higiene e capacitagdo da equipe
responsavel pela fiscalizagdo e exigéncias
nas normas legislativas existentes. Os
demais resultados alertaram para a
importancia do conhecimento e estudo da
resisténcia bacteriana com relagdo aos
antibioticos existentes e suas formas de

transmisséo pelos alimentos ao homem.
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