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Martins, Giovanna Caroline Galo. Avaliacdo microbioldgica dos tecidos téxteis (pano de
prato) utilizados nos acougues de londrina e regido. 2021. 70f. Trabalho de concluséo de
curso (mestrado profissional em clinicas veterinarias) — Universidade Estadual de Londrina,
londrina, 2021.

RESUMO

Foram apresentados dois produtos finais, separados em capitulos, ao programa de Mestrado
Profissional em Clinicas Veterinarias da Universidade Estadual de Londrina. Os capitulos
foram formatados nas normas da “Revista Brasileira de Higiene e Sanidade Animal”, sendo o
Capitulo | um estudo por meio de questionarios, intitulado “Nivel de conhecimento dos
manipuladores de alimentos de origem animal sobre seguranca alimentar: Londrina e regido”.
E o Capitulo I, o projeto de pesquisa, intitulado “Avaliacdo microbioldgica dos tecidos
téxteis (pano de prato) utilizados nos acougues de Londrina e Regido”. Dentre os problemas
encontrados nos setores alimentares, o principal esta relacionado a falta de conhecimento e
higiene na manipulacdo, o que pode levar a diversos casos de doencas de origem alimentar.
Por ano o estado do Parané notifica surtos relacionados as doencas transmitidas por alimentos,
sendo as bactérias responsaveis por quase 100% dos casos de toxinfeccOes alimentares.
Devido as diversas formas de exposi¢do e manipulacdo incorreta que o alimento é submetido,
0 conhecimento prévio dos microrganismos responsaveis pelos casos mais graves de
toxinfeccdes e resisténcia aos antimicrobianos sdo fundamentais para a conscientizacdo dos
manipuladores sobre higiene pessoal, ambiental e dos utensilios na preparacdo alimentar. Os
resultados apresentados demonstraram que, 72% dos entrevistados ndo receberam o curso de
boas praticas de manipulacdo e 41% nao utilizam os manuais de boas praticas no dia-a-dia,
sendo que dentre os estabelecimentos questionados 72% disseram ndo possuir veterinario
responsavel ou consultoria sobre seguranca e higiene alimentar, além destes resultados, o
trabalho realizado no Laboratério de Bacteriologia Basica e Aplicada da Universidade
Estadual de Londrina, evidenciou que dos seis estabelecimentos coletados de Londrina e
regido as 11 amostras apresentaram &timo crescimento microbiano em agar MacConkey,
selecionados 27 isolados da familia Enterobacteriaceae, sendo que 91% apresentaram
crescimento em meio de cultura acrescido do antibidtico cefotaxima e 55% com
ciprofloxacina. Dentre as espécies identificadas, 40% eram do género Enterobacter; 15% do
género Klebsiella; 33% dos géneros Citrobacter, Escherichia e Shigella e 12% dos géneros
Hafnia, Proteus e Serratia. Entre os antibioticos testados de importancia na medicina
humana, a cefazolina e cefotaxima nao apresentaram 100% de eficacia contra as amostras de
E. coli testadas. Esses resultados indicam a necessidade de maior conhecimento dos
microrganismos envolvidos nas principais doencas de transmissédo alimentar e os riscos da
presenca de resisténcia bacteriana, além de demonstrar a necessidade de maior eficacia no
ensino e consultoria em boas préaticas de manipulacéo.

Palavras-chave: Consumidor, Manipulacéo, Tecidos, Resisténcia, Saude.



Martins, Giovanna Caroline Galo. Evaluation of textile fabrics (dishcloth) used in butchers
in Londrina and region. 2021. 70f. Curse conclusion paper (professional mater’s degree in
veterinary clinics) — Universidade Estadual de Londrina, londrina, 2021.

ABSTRACT

Two final products, separated into chapters, were presented to the Professional Master's
program in Veterinary Clinics at the State University of Londrina. The chapters were
formatted in the rules of the “Brazilian Journal of Hygiene and Animal Health”, Chapter I
being a study through questionnaires, entitled “Level of knowledge of food handlers of animal
origin about food safety: Londrina and region”. And Chapter II, the research project, entitled
“microbiological evaluation of textile fabrics (dishcloth) used in butchers in Londrina and
region”. Lack of knowledge and hygiene in handling, which can lead to several cases of food-
borne diseases. Per year the state of Parana reports outbreaks related to foodborne diseases,
with bacteria responsible for almost 100% of cases of foodborne infections. Due to the
various forms of exposure and incorrect handling that the food is subjected to, prior
knowledge of the microorganisms responsible for the most serious cases of toxinfections and
resistance to antimicrobials is essential to raise awareness among handlers about personal and
environmental hygiene and the utensils in food preparation. The results presented showed that
72% of the interviewees did not receive the course on good handling practices and 41% did
not use the manuals of good practices on a daily basis, and among the establishments
questioned, 72% said they did not have a responsible veterinarian or consultancy on food
safety and hygiene, in addition to these results, the work carried out in the Laboratory of
Basic and Applied Bacteriology of the State University of Londrina, showed that of the six
establishments collected in Londrina and the region, the 11 samples showed high microbial
growth on MacConkey agar, selected 27 isolates from the Enterobacteriaceae family, with
91% growing on culture medium plus the antibiotic cefotaxime and 55% with ciprofloxacin.
Among the identified species, 40% were of the Enterobacter genus; 15% of the genus
Klebsiella; 33% of the genus Citrobacter, Escherichia, Shigella and 12% of genus Hafnia,
Proteus and Serratia. Among the tested antibiotics of importance in human medicine,
cefazolin and cefotaxime were not 100% effective against the E. coli samples tested. These
results indicate the need for greater knowledge of the microorganisms involved in the main
foodborne diseases and the risks of the presence of bacterial resistance, in addition to
demonstrating the need for greater efficiency in teaching and consulting in good handling
practices.

Keywords: Consumer, Manipulation, Dishcloths, Resistance, Health.
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INTRODUCAO

Todo alimento é responsavel pelo bem estar, manutencdo da vida e que seja de boa
qualidade, o alimento considerado seguro, € aquele que ndo trds o desenvolvimento de
enfermidades. As doencgas de origem alimentar sdo descritas como uma das doencgas de
maior propor¢cdo no mundo contemporaneo, 0 que vem aumentando a preocupacgdo da
populacdo com a qualidade alimentar. Isso ocorre, pois, nos dias de hoje 0 aumento na
ingestdo de alimentos fora de casa aumentou, sendo que 0 mercado deve conseguir
equilibrar a producdo de um alimento em maior escala, maior rapidez e em alta seguranca,
com as exigéncias de boas préaticas industriais e governamentais, e o ganho préprio da
empresa (EVANGELISTA-BARRETO, 2014; OLIVEIRA, 2011; SOLER et al., 2015).

O termo Seguranca Alimentar ou “Food Safety” é descrito pela Organizagdo das
Nacdes Unidas para Alimentagédo e Agricultura a FAO — Este termo teve origem a partir da
Segunda Guerra Mundial onde mais da metade de toda Europa sofria com falta de alimento
e dificuldade na producdo. O alimento deve ser garantido a toda a populacdo de forma
segura com garantia de qualidade, suficiente a todos e nutritiva, para que haja uma vida
ativa e saudavel. (DA SILVA, 2012; MARTINS et al., 2020).

Existem diversos fatores relacionados a ocorréncia de doencas alimentares, dentre
eles estdo fatores como habitos culturais, fatores demogréaficos da regido, baixos incentivos
governamentais com relacdo as boas praticas de fabricacdo, tendéncias globais do
mercado, condi¢Bes higiénico-sanitarias dos locais de comercializacdo, 0s mecanismos de
viruléncia e adaptacdo do agente, transporte distribuicdo e armazenamento dos alimentos
(MITTELSTAEDT e CARVALHO, 2006).

As doengas transmitidas por alimentos podem ser de origem fisica, quimica e
bioldgica e através destas contaminagdes o homem pode adquirir uma doenca transmitida
por alimento, também conhecida como DTA’s, pois quando presente microrganismos
podem causar quadros severos devidos as suas toxinas ali presentes. Portanto, seguranga
alimentar se da a partir do controle da contaminagdo, € necessario o acompanhamento da
qualidade dos alimentos e do setor em todos 0s passos até que este chegue a mesa do
consumidor (COELHO, 2010; DA SILVA, 2012; RUBIN, 2012).
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De acordo com o estudo realizado por Buzby (1996), no centro de controle de
doencas Americana, as bactérias sdo responsaveis por 70% dos surtos e 95% dos casos de
toxinfeccdo alimentar. As doengas transmitidas por alimentos podem causar diversas
alteragBes metabolicas e sinais clinicos, como: diarreias, vomitos, dores de cabeca, febre,
desconforto abdominal e dependendo do quadro infeccioso os sinais clinicos variam e
podem se agravar como meningite, doencas em figado, rim, entre outros (DA SILVA,
2012; MARTINS et al., 2020).

Ainda hoje no Brasil, ndo existe limite técnico disposto para contagem de
microrganismos nos alimentos (mesofilos e coliformes). Os dados utilizados como base
sdo internacionais. Entretanto, a mensuracdo é importante, pois mesmo que o alimento
esteja em condigdes sensoriais adequadas, um numero alto de contaminacdo indica que
este alimento ndo esta em condi¢Oes para consumo. A utilizacdo desta mensuragdo existe
devido a legislacdo em vigor e ao crescimento exponencial que o setor alimentar apresenta
anualmente. Este controle existe para que se possa garantir adequada saude ao consumidor
e trabalhador, higiene pessoal, ambiental e dos utensilios utilizados no ambiente de
trabalho (ANDRADE et al., 2003; EVANGELISTA-BARRETO, 2014).

As bactérias possuem capacidade em se aderir a superficie de contato de
equipamentos e utensilios e formar camadas de biofilme, quando isto ocorre, tornam mais
dificeis a sua retirada e comprometer a higiene desses materiais, facilitando sua
transmissdo em todas as fases do processamento do alimento (PINHEIRO, 2010).

Portanto, para a identificagdo do nivel de higienizagdo dentro dos setores de
alimentacdo e dos proprios manipuladores, diversos estudos classificaram 0s como:
aerobios mesdfilos e principalmente as bactérias da familia Enterobacteriaceae e a espécie
Escherichia coli que quando presentes séo fortes indicadores de contaminagdo fecal e
denominados microrganismos indicadores (SOLER, 2015).

Dois tipos de pesquisas devem ser incentivados: a mudanga dos materiais aplicados
em utensilios de manipulacdo de alimentos e o desenvolvimento de novos produtos e
protocolos de higienizacdo dessas superficies (AGUIAR et al., 2006; TEIXEIRA et al.,
2007).
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Os materiais utilizados na rotina de manipulacdo, que entram em contato direto
com alimento, devem ser confeccionados em materiais ndo passiveis de transmissdo de
doencas, substancias toxicas, que contenham odor, sabor e sejam resistentes, ndo permitam
formacgdo de fissuras e ndo se degradem com facilidade. Além destes, todo material
utilizado para secagem de mé&os e utensilios deve ser constituido de material ndo reciclado
e descartavel (RDC 216 de 15/09/2004).

Portanto € possivel observar os riscos ao utilizar tecidos téxteis (pano de prato) no
setor de manipulacdo de forma incorreta, como qualquer outro utensilio em que seu
material permita absorcdo de liquidos e outros componentes, servindo desta forma também
como meio de crescimento microbiano (AGUIAR et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2007;
PINHEIRO et al., 2010; MARTINS, 2020).
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OBJETIVOS

Buscar e identificar através da pesquisa o nivel de conhecimento dos trabalhadores
envolvidos na manipulagcdo de produtos de origem animal da cidade de Londrina — PR e
regido, com relacdo as boas préaticas de manipulacao e seguranca alimentar.

Averiguar a necessidade de melhorias no ensino e consultoria sob Boas Praticas de
Manipulacéo e Fabricacdo nos setores alimentares na cidade de Londrina e regido — PR.

Identificar a presenca de enterobactérias indicadoras de contaminacédo e deficiéncia
na higienizacdo pessoal de acougues da cidade de Londrina e regido — PR.

Pesquisar a presenca e sensibilidade bacteriana da Escherichia coli nos tecidos

téxteis (pano de prato) dos acougues da cidade de Londrina e regido — PR.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA
BOAS PRATICAS DE MANIPULACAO E FABRICACAO DE ALIMENTOS (BPMF)

No Brasil, um alimento seguro foi descrito por Marmentini (2010) de acordo com a
legislacdo Lei n® 11.346, 15 de setembro de 2006, que criou o Sistema Nacional de
Seguranca Alimentar e Nutricional (SISAN). Ele relata que a seguranca alimentar e
nutricional s@o direito de todos, possuindo acesso regular e permanente a alimentos de boa
qualidade, em quantidade suficiente e sem comprometer qualquer acesso a outra
necessidade essencial. O autor ainda enfatiza que é necessario ter como base, praticas
alimentares que promovam salde e respeitem a diversidade cultural, e que seja sustentavel
economicamente, socialmente e culturalmente.

Dentro dos setores de manipulacdo e alimentacdo, devem ser seguidas as
orientacbes e normativas dispostas pelos 6rgdos de vigilancia sanitaria responsaveis no
pais e estados, como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), também o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e os 6rgdos de vigilancia
sanitaria em ambito estadual e municipal (SILVA JR., 1995; CESAR DE OLIVEIRA,
2011; PIONEIRO et. al., 2010).

A instituicdo do Manual de Boas Praticas de Manipulacdo e Fabricacdo ocorreu
pela primeira vez no Brasil, em 1993, através da Portaria n® 1428/93, no Ministério da
Salde, a partir da Resolugdo n° 58, atendendo as exigéncias internacionais do
MERCOSUL. Posteriormente em 1998, as Portarias n°® CVS-23 foi revogada para a
Portaria n°® CVS-8/96 e apresentou critérios e protocolos para a implementacdo do Manual
de Boas Préticas de Fabricacdo, que foi reeditado no ano seguinte, devido a Portaria n°
CVS-6/99 (CESAR DE OLIVEIRA, 2011).

As Boas Praticas de Manipulacdo e Fabricacdo foram descritas em um manual de
orientagdes sobre as necessidades higiénico sanitarias para controlar a contaminagéo
alimentar e contaminagdo cruzada entre os alimentos e o manipulador, além de ser a base
legislativa para que os 6rgdos responsaveis pelo setor alimentar realizem suas fiscaliza¢6es
(CESAR DE OLIVEIRA, 2011; SILVA JUNIOR, 1995).
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Segundo a Resolucdo de Diretoria Colegiada RDC n° 275 de 21 de outubro de
2002, que dispde da importancia da fiscalizagdo do estabelecimento em geral e da
implementacdo dos Procedimentos Operacionais Padrdo (POPs), descreve-se todas as
atividades de limpeza e de estrutura fisica do estabelecimento, além da necessidade
continua da fiscalizagdo interna e por Médico Veterinario responsavel na vigilancia
sanitdria do municipio. No artigo 3, pardgrafo 1, estabelece-se que todos o0s
estabelecimentos produtores e industrializadores de alimentos de origem animal devem
seguir de imediato as exigéncias discriminadas na lista de verificacdo das Boas Praticas de
Fabricacdo. Esta lista descreve desde higienizacdo das instalag@es, equipamentos, méveis e
utensilios, controle da potabilidade da &gua, higiene e salude dos manipuladores, manejo
dos residuos, manutencao preventiva e calibracdo de equipamentos, controle integrado de
vetores e pragas urbanas, selecdo das matérias-primas, ingredientes, embalagens e
programa de recolhimento de alimentos.

Em 2004 foi instituido o manual técnico descrito pela RDC n° 216 de 2004, através
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, que estabelece todos os padrdes de higiene
sanitaria referentes aos setores de producdo alimentar, contemplando 0s mesmos topicos
descritos nos POPs pela RDC n° 275 de 2002, este descreve sobre as instalages,
maquinarios, moveis e utensilios, devem ser todos mantidos em condi¢des adequadas de
higiene. As operacOes realizadas devem ser feitas por funcionarios capacitados de forma
comprovada e com frequéncia que garanta condi¢cdes de higiene e diminua ao minimo
possivel os riscos de contaminacdo ao alimento (CESAR DE OLIVEIRA, 2011).

Descreve também que, todas as estruturas como janelas e portas, devem ser
ajustadas ao batente e as portas dos setores de manipulagdo devem possuir fechamento
automatico. Outras aberturas e janelas devem possuir telas milimétricas para que impeca a
entrada de vetores e pragas urbanas. Estas telas devem ser de facil higienizagdo e
removiveis. Além destes 0 manual descreve sobre instrucGes adequadas de higienizacéo
dos setores, controle de vetores e pragas, higienizacdo dos manipuladores, entre outros
topicos (RDC 216 de 15/09/2004).

Além da Portaria RDC n° 216 de 15 de setembro de 2004, a Portaria 368, de 04 de
setembro de 1997 pelo Ministério de Agricultura Pecuaria e do Abastecimento, descreve
sobre os equipamentos e utensilios que entram em contato direto com alimento, devendo
ser confeccionados em materiais que ndo transmitam substancias tdxicas, odores e sabores,

sejam resistentes, ndo se degradem ou sofram corrosdo devido as diversas operacGes de
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limpeza e desinfeccdo. O uso de madeira ou outros materiais que permitam a absor¢éo néo
devem ser utilizados, e as superficies do setor devem ser todas lisas e livres de frestas e
rugosidades. Além destes, a higiene de méos e secagem devem ser realizadas por material
de papel descartavel e nao reciclaveis, os lavatdrios exclusivos e de facil acesso nos locais
de manipulagdo de alimentos, em numero suficiente para carga de manipuladores, com
sabonetes de caracteristicas neutras, sem cheiro, cor e aromas. Além disso, é necessario o
papel toalha com acionamento sem contato manual para evitar contaminacao posterior
(PINHEIRO et al., 2010).

J& no municipio de Londrina — PR, a Lei Municipal n® 6.793/96, dispde sobre a
obrigatoriedade dos manipuladores precisarem receber em curso de Boas Préaticas de
Manipulacdo, orientacdo da forma correta de higienizacdo das maos e secagem. Todo
estabelecimento deve possuir uma pessoa treinada para exigir de cada setor e supervisionar
a higiene do estabelecimento e dos setores de manipulagdo, que estejam conscientes dos
riscos e seus prejuizos a saude.

Em Séo Paulo, a descri¢do sobre o uso dos tecidos téxteis (pano de prato) e higiene
de maos, com base nas normativas dispostas pelo ANVISA e MAPA, a Portaria do Centro
de Vigilancia Sanitaria CVS 5 de 09 de abril de 2013 e Portaria n® 2619 de novembro de
2011, dispde sobre proibicdo de lavagem dos tecidos téxteis (pano de prato) na area onde
ocorre manipulagéo de alimentos e a utilizagdo do uso de tecidos téxteis (pano de prato)
ndo descartaveis para limpeza dos utensilios e materiais da area de manipulacdo de
alimentos. Também descrevem a importancia da higienizacdo das méos posterior a
manipulagdo de objetos ndo referentes a area de manipulagdo, o uso de banheiros e
materiais de limpeza. Também orienta sobre a proibicdo no estado do uso de tecidos téxteis
(pano de prato) ndo descartaveis em procedimentos de higiene e secagem de utensilios e,
além destes, os tecidos téxteis usados ndo devem acarretar risco de contaminacgao cruzada
no setor.

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) descreve a importancia que os utensilios
utilizados nos setores como: tabuas de carne, serra fita, caixas plasticas, talheres, tecidos
téxteis (pano de prato), entre outros, participam aproximadamente de 16% das
contaminacg0es relacionadas a doencas alimentares. Por outro lado, os manipuladores sdo
responsaveis por 26% dos surtos de doencas bacterianas de origem alimentar, sendo as
mdaos um dos principais veiculos de transmissdo microbiolégica. O ndo cumprimento das

instrucbes bésicas de higienizacdo, possibilitam a contaminacdo de produtos alimentares,
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utensilios ambientes fisicos em geral (ANDRADE et al., 2003; SANTOS et al., 2011,
MARTINS, 2020).

ENTEROBACTERIAS DE IMPORTANCIA ALIMENTAR

Este grupo de microrganismos € composto por bactérias da familia
Enterobacteriaceae, sdo Gram-negativos, possuem capacidade de fermentar a glicose,
formando gés, quando incubados em temperaturas de 35-37 °C, por 48 horas (ROSA,
2015).

Os géneros mais comuns pertencentes a este grupo e de importancia na salde
publica sdo, Citrobacter, Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Shigella, Salmonella.
Destes, Citrobacter, Enterobacter e Klebsiella podem ser encontrados nas fezes, também
no solo e vegetacao, possuem maior resisténcia no ambiente do que as bactérias Shigella e
Salmonella, que também sdo de origem intestinal. Escherichia coli é exclusiva do trato
gastro-intestinal, e € um importante indicador de contaminacéo fecal no alimento. Segundo
a comissdo internacional de especificacdo microbioldgica para alimentos (ICMSF), os
microrganismos indicadores séo divididos entre, microrganismos que nao oferecem risco a
saude: mesdfilos, psicotréficos, termofilos e bolores e levaduras, e os que oferecem risco a
salde, como os coliformes totais, enterobactérias totais e em especial Escherichia coli
(BERG, 2014).

A diferenciacdo das bactérias dentro da familia Enterobacteriaceae, acontece
principalmente devido a diferenciacdo das enzimas codificadas por genes cromossémicos.
Desta forma, por meio de uma série de testes que avaliam as diversas caracteristicas
metabolicas dos microrganismos, € possivel estabelecer o perfil bioquimico e identificar
estas espécies (ROSA, 2015).

GENERO CITROBACTER

O género Citrobacter compreende mais de 11 espécies, entre elas as espécies
C.freudii, C. diversus e C. amalonaticus. S&o encontradas nas fezes de humanos e animais
e também no solo, &4gua alimento e esgoto. Sdo bacilos curtos, anaerdbios facultativos,

fermentam glicose e produzem gas. As amostras de C. freudii produzem sulfeto de
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hidrogénio (H-S), é flagelado e por isso moveis. Ocorrem isolados e em pares. Este género
bacteriano é frequentemente isolado em individuos doentes devido a sua agéo oportunista e
pode causar meningite neonatal, sendo causador de mastite em animais, e encontrado no
solo, agua, esgoto e alimentos (GERON, 2018).

Citrobacter freudii, que possui grande importancia nos quadros de diarreia em
humanos, apresenta as caracteristicas no teste bioquimico, producdo de gas através da
fermentacao de glicose, prova de indol pode ser positiva ou negativa, motilidade, citrato e
H-.S positiva, lisina negativa, e hidrolise da uréia positiva ou negativa (GERON, 2018;
KONEMAN, 2008).

GENERO ENTEROBACTER

O género Enterobacter, é constituinte da familia Enterobacteriaceae. Sao
cocobacilos Gram-negativos, sdo produtores de gas, possuem 14 espécies, 0s principais
descritos sdo: Enterobacter cloacae, Enterobacter gergoviae, Enterobacter aerogenes e
Enterobacter hormaechei (AZEVEDO et al., 2018; ROSA, 2015).

Estas bactérias sdo isoladas facilmente de amostras bioldgicas e no ambiente,
sendo encontradas no solo, agua, plantas e no trato gastro-intestinal de animais e do
homem. As infecches mais comuns Sdo as nosocomiais, sendo 0s pacientes mais
susceptiveis os imunossuprimidos ou quando ha o uso prévio de antimicrobianos, fatores
de malignidade, Ulceras no trato gastrico, doenca hepatica e acessos externos ao
organismo, como queimaduras, acesso venoso e ventilagdo mecanica (AZEVEDO et al.,
2018).

Segundo Rosa (2015), a escolha da terapia correta no tratamento de doencas
causadas por estas bactérias, se mostra cada vez mais complicada, devido a sua resisténcia
a alguns antimicrobianos e a formacéo de resisténcia durante o periodo de tratamento. Em
algumas ocasides, quando presentes em grande quantidade por inducdo ou selecdo, podem

hidrolisar as cefalosporinas de amplo espectro, penicilinas e monobactamicos.
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GENERO ESCHERICHIA

A familia Enterobacteriaceae compreende a bactéria do género Escherichia,
bactéria anaerdbica facultativa, Gram-negativa, de maior abundancia na microbiota
intestinal e se localiza principalmente na mucosa da regido do colon. E uma bactéria
pertencente a familia Enterobacteriaceae, e 0 género Escherichia compreende as especies,
Escherichia coli, Escherichia fergusonii, Escherichia blattae, Escherichia vulneris,
Escherichia hermanii. Esta bactéria é bastonete curto, Gram-negativo, ndo esporulado,
mede de 1 a 6 pum, maioria € mdvel e sua temperatura 6tima de crescimento é de 37 °C
(GARMENDIA et al., 2005).

Em criancas é uma bactéria que coloniza o intestino logo ap6s as primeiras horas
apos o nascimento e sua relacdo com o homem funciona de forma saudavel quando
equilibrada, dificilmente causard doencas, exceto em imunossuprimidos ou quando houver
quebra da barreira natural. E o principal agente etioldgico de infeccdes entéricas causadas
pela dgua e alimentos contaminados, sendo um grande indicador de contaminacdo de
origem fecal. Dentre os alimentos que podem estar contaminados por E. coli, as carnes
cruas e frangos sdo os alimentos comumente relacionados aos casos de contaminagéo por
esta bactéria (HARRINGTON et al., 2006; VASCONCELOS et al., 2010).

A patogenicidade de Escherichia coli se manifesta devido a uma complexidade de
fatores de viruléncia e variacBes de seus sorotipos. Com o tempo desenvolveram
capacidade altamente adaptativa e modificacbes que levaram ao desenvolvimento de
doencgas graves no ser humano. Elas podem causar tanto doencas gastrointestinais como
doencas do trato urinario, septicemias e meningites (HARRINGTON et al., 2006).

Os fatores de viruléncias segundo Parussolo et al., (2019) estdo relacionados a
estruturas do corpo bacteriano, estes sdo os antigenos capsulares, flagelares e fimbriais, a
formacgéo de biofilme é outra forma importante de patogenicidade da Escherichia coli,
sendo este fator importante ndo s para o tratamento desta doenca, como para o0s setores de
producdo alimentar e higiene.

A distingdo das cepas de E. coli é importante ndo sO pela implicacdo
epidemioldgica, mas também pelas implicacdes clinicas, para prevenir e tratar as doencas
diarreicogénicas. A identificacdo dos fatores de viruléncia € uma forma de especificar as
diferentes formas deste agente, pois sdo exclusivos para cada patotipo (PARUSSOLO et
al., 2019).
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Estudos no mundo inteiro demonstraram sérias preocupacdes sobre os fatores de
resisténcia bacteriana e os diversos fatores de viruléncia que a Escherichia coli apresentou
de isolados de leite pasteurizado, produtos lacteos e outros tipos de alimentos
(PARUSSOLO et al.,, 2019). Portanto, Escherichia coli, causadora de alteracbes
gastrointestinais foi classificada como diarreicogénica (DEC) e posteriormente foram
classificadas em grupos de acordo com seus mecanismos de acdo e fatores de viruléncia
produzidos. Estes fatores sdo adesinas, invasinas e toxinas que caracterizam diferentes
manifestacdes clinicas, e por isso foram classificadas em E. coli enteropatogénica (EPEC),
E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enterohemorragica
(EHEC) sendo os primeiros os principais patétipos pesquisados (MACEDO et al., 2020;
SOUZA 2016).

E.coli enteropatogénica (EPEC), na décade de 40 e 50 caracterizaram surtos de
diarréia infantil e ainda hoje é de grande importancia em situacdes de baixo nivel
econdmico e de condi¢des de baixa higiene, responsavel por altas taxas de mortalidade em
criancas, ela causa principalmente quadros de diarreia aquosa e desidratacdo, podendo se
complicar e causar quadros de infeccdo no trato urinario e meningite (OCHOA e
CONTRERAS, 2011; SOUZA 2016).

E. coli enterotoxigénica (ETEC) possui capacidade infecciosa em criangas e em
bovinos e suinos, causando quadros de diarréia e hipotermia e sua forma de patogenicidade
se da pela aderéncia da mucosa sem causar invasao e pela producdo de toxina que agem
diretamente nas células da mucosa (NAGY e FEKETE, 2005).

E. coli enteroinvasora (EIEC), causadora de lesdes mais especificamente na regido
de intestino grosso, provocam diarreias profusas contendo muco e sangue e febre, sua
patogenicidade n&o ocorre devido producdo de toxinas, ela causa grande invasédo e
ulceracdo da mucosa intestinal (SCHUETZ, 2019).

E.coli enterohermorragica (EHEC) ou também conhecida como produtora de toxina
Shiga (STEC) acomete tanto seres humanos como animais, causando diarreia
sanguinolenta, colite hemorragica, sindrome urémica hemolitica e nos suinos, doenca do
edema. Sua patogenicidade ocorre devido as lesdes de mucosa onde leva a sangramento e

formacdo de edema devido a liberacdo desta potente citotoxina. E responsavel pelo
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desenvolvimento de colite hemorragica e sindrome hemolitica urémica, podendo levar a
faléncia renal e morte (MITTELSTAEDT e CARVALHO, 2016; SCHUETZ, 2019).

A visualizacdo e identificacdo da E. coli nos testes bioguimicos apresentam:
crescimento em agar MacConkey, producédo de gas, fermentacdo, motilidade, lisina e indol
positivas, HS, citrato, urease negativas. E. coli (EIEC), € a Unica que apresenta motilidade
negativa (PESSOA E SILVA 1972; KONEMAN, 2008).

GENERO KLEBSIELLA

Principal espécie que compde este género é a Klebsiella pneumoniae, e como
descrito por Townsend et al., (2020), trata-se de bastonete Gram-negativo, com melhor
crescimento em situacdes aerdbicas, mesmo sendo anaerdbico facultativo, sdo imoveis. E
encontrada em locais como, solo, 4&gua, plantas e esgoto. Em pessoas
imunocomprometidas, pode causar infec¢bes oculares, respiratérias, e doencas do trato
reprodutivo. Em &gar MacConkey suas colbnias sdo rdseas, e de consisténcia mucoide.

O género Klebsiella, foi nomeado pela organizacdo mundial da sadde, como uma
das bactérias de importancia critica no combate a resisténcia microbiana, dentro de seus
géneros é encontrada diversas proteinas de alta capacidade a resisténcia microbiana. Por
possuirem a capacidade de formar biofilme, a torna capaz de colonizar objetos e aparelhos
de uso na medicina humana como cateter central, ventilador mecéanico, sonda urinaria e
com isso causar graves quadros infecciosos no trato urinario, quadros de pneumonia e
sepse (TOWNSEND; MOAT e JAMESON, 2020).

GENERO PROTEUS

Segundo Zappa et al., (2017), este género inclui as especies, P. vulgaris.,
P.myxofaciens, P. mirabilis. e P. penneri. Sdo bastonetes curtos, méveis pela presenca de
flagelos, anaerdbios facultativos, estdo presentes na microbiota fecal humana e animal,
também pode ser encontrado no solo e agua. Proteus como outras enterobactérias possuem
enzimas de resisténcia a antibidticos beta-lactdmicos, cefalosporinas e penicilinas.

Causam doencas do trato urinario, como infecgfes, porem também séo encontradas em
outras partes infectadas do organismo. Comumente causam doengas em hospedeiros

imunossuprimidos ou quando ha alteracdo da microbiota natural. S&0 muito importantes na
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deterioracdo dos alimentos. Nos testes bioquimicos apresentam producdo de H-S,
hidrolisam a uréia e descarboxilam lisina, entre as espécies ha variacdo na resposta de
indol e citrato (ZAPPA et al., 2017).

GENERO SERRATIA

Serratia, segundo Menezes et al., (2004) é uma bactéria de grande importancia na
salde humana, faz parte da familia Enterobacteriaceae, e suas principais espécies sdo S.
liguefaciens, S. odorifera e S. rubidaea, S. marcescens. Possuem papel importante em
quadros de infeccdo urindria e apresenta resisténcia a diversos antibidticos utilizados nos
dias de hoje. E uma bactéria que acomete imunossuprimidos em situacdes hospitalares,
onde pode levar a quadros como, pneumonia, bacteremia, endocardite entre outros.

Apresenta resisténcia a cefalotina e colistina, é considerada, portanto, uma bactéria
emergente e de grande importadncia em doencgas hospitalares graves, uma importante
espécie € S. marcescens, sua caracterizacdo nos testes bioguimicos sdo: Urease, H-S e
indol negativos, lisina e citrato positivos, produz pouco gas, e fermentacdo negativos
(MENEZES et al., 2004).

GENERO SHIGELLA

O género Shigella, é um bacilo gram negativo, anaerobio facultativo e imdvel,
composto por quatro espécies, Shigella sonnei, Shigella boydii, Shigella dysenteriae e
Shigella flexneri. Este género esta relacionado a casos de diarreia e gastroenterites no
mundo todo. Em paises em desenvolvimento, onde o saneamento basico e falta de higiene
sdo fatores importantes e junto com os patégenos Escherichia coli e Salmonella enterica,
sdo grandes causadores de diarreias transmitidas pelos alimentos. Shigella flexneri e
Shigella sonnei, sdo as duas espécies de maior ocorréncia no Brasil, e causa importante de
mortalidade e morbidade (SERIBELLI, 2016).

O Ministério da Saude descreve que é a quarta bactéria mais isolada de
gastroenterites em regides distintas do pais. Em criancas acima de 2 anos ha uma
prevaléncia de 15-18% e 2% dos surtos decorrentes da transmissdo através do alimento e
dgua. E uma doenca altamente infecciosa mesmo em concentragbes baixas. Suas

caracteristicas bioquimicas sdo auséncia producdo de gas, ndo descarboxila a lisina, ndo
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fermenta a lactose, e através dessas caracteristicas se diferencia da Escherichia coli,
pois as duas sdo muito proximas geneticamente (SERIBELLI, 2016). Sua interpretacdo nos
testes bioquimicos é: bom crescimento em agar Hektoen e agar Salmonella Shigella (SS),
ndo produzem gas, ndo fermentam lactose, prova de indol pode ser positiva ou negativa,
motilidade, lisina, H-S, citrato e urease negativos (PESSOA e SILVA 1972; KONEMAN
2008).

IDENTIFICACAO MICROBIOLOGICA

O diagnostico de doencas bacterianas é realizado a partir de diversos procedimentos
e o diagnostico definitivo compbe o isolamento e posterior identificacdo do agente
bacteriano a partir de materiais clinicos colhidos diretamente do sitio da lesdo. Chamamos
estes exames de exame bacterioldgico ou cultura. E importante que o cuidado e o
conhecimento na qualidade da colheita sejam orientados, pois a precisao e veracidade dos
resultados dependem destes passos, sele¢do das amostras e local, colheita adequada e envio
ao laboratorio (PEREIRA e PETRECHEN, 2011).

A identificacdo e analise microbioldgica sd@o fundamentais para avaliar as condi¢Ges
higiénico sanitarias dos estabelecimentos e dos manipuladores. Além destes, permite a
avaliagdo qualitativa e quantitativa destes microrganismos no ambiente, seguindo o0s
padrdes nacionais e internacionais de avaliagdo e contagem microbioldgica. Ainda, a
avaliacdo microbioldgica permite a orientacdo aos estabelecimentos e identificacdo dos
principais pontos criticos no momento da manipulagéo alimentar (CARO-HERNANDEZ E
TOBAR, 2020).

Quando alguns microrganismos estdo presentes, permite graduar os riscos a saude
do consumidor e se o alimento tera uma vida Util pretendida. Os métodos utilizados para
sua identificacdo sdo variados, porém a escolha deve ser baseada conforme indicacéo e
aprovacao pelos 6rgédos reguladores. Portanto, as metodologias qualitativas avaliam desde
caracteristicas de cada coldonia em placas de crescimento, sendo a selecdo do material
utilizado em placa um fator importante com base no agente que se esta pesquisando. Os
isolamentos de rotina de muitos patogenos envolvem a inoculagdo da amostra em placas
contendo meio de cultura seletivos especificos e ndo seletivos, estes meios de cultura
enriquecidos e utilizados na rotina ndo sofreram grandes alteragdes com o passar do tempo

e 0s mais utilizados na rotina sdo: Agar sangue, Agar MacConkey, Agar chocolate, Agar
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Hektoen, Caldo BHI (Brain heart infusion), Caldo Rapapport, entre outros (PEREIRA E
PETRECHEN, 2011).

O é&gar sangue é um 6timo meio para crescimento de diversos patdgenos e o agar
nutriente € um meio basico usado para suprir as necessidades de diversas bactérias, mas
ndo é 6timo meio para uso primario no crescimento de bactérias patogénicas. Além destes,
existem diversos meios especificos para serem usados para microrganismos especificos
(PEREIRA E PETRECHEN, 2011). Portanto, para o crescimento e identificacdo de varias
e diferentes espécies bacterianas se utiliza meios ndo seletivos e para a identificacdo de
bactérias patogénicas entéricas se utiliza meios seletivos como, o Agar MacConkey, Agar
Xilose-Lisina-Desoxicolato (XLD), Agar Hektoen (HE) e Agar verde brilhante. Todas as
placas devem ser incubadas em estufa por 18 a 24 horas, a 37 °C (CAMPOS et al., 2009).

O agar MacConkey muito utilizado na rotina contem cristais violeta e sais biliares,
inibindo o crescimento de Gram-positivas, sendo grande facilitador do crescimento de
Salmonella, Shigella e Pseudomonas, tanto como a maioria das demais enterobactérias
(CAMPOS et al., 2009).

Os meios agar Xilose-Lisina-Desoxicolato (XLD) e Hektoen (HE) sdo apropriados
para crescimento de Shigella e Salmonella, seus diferentes sais permitem identificacdo das
coldnias de formas especificas, por coloracdo é um exemplo. JA 0 meio &gar verde
brilhante é muito utilizado para selecionar especificamente a Salmonella, pois inibe o
crescimento das demais enterobactérias. Suas coldnias quando presentes possuem
coloracdo verde-amareladas (CAMPOS et al., 2009).

Apls a realizagdo das culturas e exame macroscopico da placa e suas
caracteristicas, as col6nias isoladas podem ser submetidas aos testes presuntivos de
identificacdo como, EPM, MILi e Citrato de Simmons. Outros testes também usados na
rotina sdo Triple Sugar Iron(TSI) e Rugai (KONEMAN, 2008).

O meio MILi avalia as caracteristicas de motilidade, producdo de indol e
descarboxilacdo da lisina, o0 meio EPM, avalia a producdo de gas, producdo de H-S,
Hidrolise da uréia e descarboxilacdo da fenilalanina. O teste Citrado de Simmons avalia se
a bactéria é capaz de utilizar o citrato como Unica fonte de carbono, o resultado na cor
verde indica teste negativo e cor purpura, teste positivo. O teste TSI também observa
producdo de gas, H2S e o teste de Rugai, que possui composi¢do modificada, mas também
avalia, indol, H.S, lisina, motilidade, gas, uréase e outros (KONEMAN, 2008).
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Cada bactéria possui suas caracteristicas com relagdo as informacdes citadas, a sua
interpretacdo segue como base a tabela citada por Pessoa e Silva (1972) e Koneman (2008)
que referencia todo o processo do teste e seus resultados, conforme cada espécie

bacteriana, principalmente dentro da familia Enterobacteriaceae.
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(Fonte: PESSOA E SILVA, 1972).
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Ja as técnicas quantitativas, podem ser realizadas através dos métodos de controle
como contagem rapida, onde os resultados negativos prevalecem e 0s positivos precisam
ser confirmados com os testes padrdes e também contagem em placas por NUmero Mais
Provavel (NMP). Esta técnica é utilizada para contagem dos grupos bacterianos (mesofilas,
psicotroficas, termdfilas e bolores e leveduras), variando apenas o tipo de meio usado,
temperatura e tempo de incubacdo. Apds seu crescimento em placa, as coldnias serdo
contadas no padrdo, unidade formadora de colonia (UFC), contando colbnia ou
agrupamentos por mililitro ou gramas de amostra. Outros testes utilizados para contagem
sdo: Simplate, Colisure, Plagueamento em espiral e a Técnica do Numero Mais Provavel
(NMP), e desta forma, permitem ndo sé a identificacdo do agente como a quantidade dele,
indicando se os fatores como limpeza, controle de temperatura, desinfeccdo do local no
processo de producdo foram realizados de forma correta, além de indicar a provavel

condicdo do alimento e sua degradacdo (BERG, 2014).

RESISTENCIA BACTERIANA

A resisténcia bacteriana nos dias de hoje, a nivel global, é um dos maiores
problemas de saide publica e econdmica. Seu significado esta relacionado as cepas de
microrganismos que sdo capazes de se multiplicar na presenca de concentracfes
medicamentosas em niveis terapéuticos alcangados no sangue ou tecidos (MOTA et al.,
2005; WANNMACHER, 2004). A origem da resisténcia bacteriana pode ocorrer por
diversos mecanismos, ocorrendo entre espécies da mesma populacdo ou diferentes
populacbes e também como da microbiota animal para humana e vice-versa. O principal
mecanismo de resisténcia microbiana esta relacionada a mutacdo cromossdmica e a
transferéncia por contato entre uma bactéria resistente a uma sensivel. Esta transferéncia é
realizada através de elementos genéticos extracromossomais chamados de plasmideos
(MOTA et al., 2005; VASCONCELO et al., 2010).

A evolucdo do desenvolvimento dos antimicrobianos passou por diversas fases,
mas seu marco seu deu nos anos 1928 a 1929, pelo pesquisador Alexandre Fleming com a
descoberta da Penicilina e Penicilina G, desenvolvida a partir do descobrimento do fungo

Penicillinum notatun capaz de inibir ou matar bactérias (LOUREIRO et al., 2016).
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A partir destas descobertas, seu uso foi realizado de modo geral e indiscriminado,
tanto para situagdes infecciosas e também para dores e febre, 0 que propiciou ao passar do
tempo o desenvolvimento de cepas resistentes a esta substdncia, e induzindo o
desenvolvimento posterior de novos farmacos (LOUREIRO et al., 2016).

Um dos grandes problemas que foram se instalando ao passo em que 0s
antibidticos foram sendo desenvolvidos, tantos naturais, sintéticos e semissintéticos, foi a
instalacdo desta nova classe e o grande uso do comércio sobre estes, o crescimento da
industria farmacéutica junto com os indicios de melhora na saude publica, requer
anualmente grandes investimentos e o desenvolvimento de novas drogas de forma
constante. Nos dias de hoje os antibidticos estdo dentro da classe das medicacfes mais
prescritas no mundo, mais de 50% do orcamento medicamentoso vai para desenvolvimento
de antibidticos (REIS et al., 2013).

Dentro da medicina humana trés fatores contribuem muito para este processo,
diversas farmécias e drogarias no Brasil que ainda vendem produtos sem prescri¢do
médica, prescricdo errdnea do uso de antibiéticos com relacdo a dose, quantidade, tempo
de tratamento, o descarte incorreto, associacdes medicamentosas, tratamento de doencas
virais autolimitantes, e terceiro, a falta de programas educacionais que orientem quanto a
racionalizacdo dos antibioticos (LIMA, 2017; LOUREIRO et al., 2016).

Dentro da Medicina Veterindria, 0 mesmo também acontece com prescricdes
indiscriminadas, a venda de farmacos controlados ou ndo, sem exigéncia de receita
(MANTILA e FRANCO, 2012). Como exemplo o uso dos promotores de crescimento na
cadeia de producédo avicola, a administracdo de certos antibidticos e quimioterapicos em
sub-doses de forma continua na racdo, proporciona um maior aumento de conversao
alimentar e peso destes animais. Porém este tratamento continuo e em sub-doses, favorece
0 desenvolvimento de cepas resistentes em bactérias patogénicas, diminuindo assim a
capacidade destas drogas posteriormente tratarem doengas no ser humano e animais, e
estando presente, podem ser veiculados aos consumidores pela ingestdo de produtos de
origem animal e outros, dificultando o tratamento de doengas bacterianas e aumentando a
resisténcia destes micro-organismos aos antibidticos existentes. Além disso, a presenca de
baixas doses de antibioticos ndo detectados em alimentos pode levar a sintomas como
alergias e toxicidade (GASTALHO et al., 2014; MANTILA e FRANCO, 2012; MOTA et
al., 2005).
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Portanto, 0 uso de antimicrobianos em animais e no homem, é o que determina a
formagdo de resisténcia na sua microbiota natural e patogénica. Apenas 50% dos
antibioticos existentes, sdo utilizados para tratamento de doengas humanas, a outra metade
¢ para 0 uso como promotores de crescimento em animais, profilaxia de doencas e
exterminio de pragas na agricultura (GASTALHO et al., 2014).

Segundo a Organizagdo Mundial da Satude (OMS), a resisténcia a antimicrobianos
na salde humana, deveria ser tratada ha muito tempo como um problema de saude publica,
principalmente em ambito hospitalar, onde as dosagens e o uso é em grande escala, sendo
assim, o estudo e as a¢des devem ocorrer de forma global, para que todos alinhem o uso e
o0 tratamento das doencas de forma precisa e que busque a racionaliza¢do dos antibi6ticos.
Quando um organismo com caracteristicas de resisténcia a antibidticos esta presente no
organismo humano, através do consumo de alimento de origem animal, ao colonizar estes
novos organismos, eles séo capazes de transferir esta capacidade a microbiota ali presente,
e a presenca de bactérias antibiotico-resistentes em alimentos caracteriza a gravidade e o
risco ao futuro da satde humana (MOTA et al., 2005; KADOSAKI, SOUZA e BORGES,
2012).

Desta forma Gastalho et al., (2014), descreveram as formas de
propagacdo de bactérias multirresistentes, como as que ocorrem nos ambientes
hospitalares, nos produtos alimentares e nos animais da cadeia de produgdo. A resisténcia
aos antibioticos é um problema emergente, principalmente com as bactérias da familia
Enterobacteriaceae, 0s microrganismos presentes dentro desta familia possuem enzimas
com capacidade e espectro grande de resisténcia aos B-lactamicos, além de diversos outros
mecanismos de resisténcia a outras classes de antibioticos. Desde 2000, é relatado a
disseminacdo a nivel hospitalar de enterobactérias capazes de hidrolisar carbapenemases e
quase todas as cefalosporinas, em especial estdo a E. coli e Klebsiella que apresentam essas
caracteristicas chamadas de ESBLs ou seja, B-lactamases de espectro estendido
(GASTALHO et al., 2014).

Um importante estudo citado por Mota (2005), detectou a presenca de residuos de
antibidticos nas carnes de frango e bovina, e verificaram que a penicilina ndo foi detectada
em nenhuma das amostras de frango, a tetraciclina estava presente em 23%, a
streptomicina, gentamicina e cloranfenicol estavam presentes em baixos niveis, porém em
uma grande percentual das amostras, respectivamente 93%, 97%, 67% (MOTA et al.
2005).
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Nivel de conhecimento dos manipuladores de alimentos de origem animal sobre
seguranga alimentar: Londrina e regido

Level of knowledge of animal food handlers about food safety: Londrina and region

Giovanna Caroline Galo Martinst, Jéssica Lucilene Cantarini Buchinit, Isabelg Pissinati
Marzollal, Angélica Rodrigues de Amorim’, Suelen Tulio Cérdova Gobetti” Wilmar
Sachetin Margcal

Resumo

O presente trabalho teve como objetivo identificar o grau de conhecimento dos
manipuladores de alimentos de supermercados da regido metropolitana de Londrina, com
relacdo a legislagdo sanitaria, e verificar as deficiéncias praticas na execucdo destas
normativas. Participaram da pesquisa 50 (cinquenta) colaboradores que trabalham nestes
estabelecimentos, manipulando diretamente os alimentos e subprodutos de origem animal.
A pesquisa foi realizada por meio de questionario, e 0 método de amostragem foi nédo
probabilistico. Avaliou-se o nivel de conhecimento das boas préaticas de manipulacédo e
fabricagdo, seguranca alimentar, contaminagdo microbiolégica, contaminacdo cruzada e
intoxicacdo alimentar. A maioria dos entrevistados ndo possuiam nenhum tipo de
treinamento especifico, e 0s que tinham demoravam mais de seis meses para fazer cursos
de atualizacbGes e/ou aperfeicoamentos. De acordo com os resultados da pesquisa, foi
possivel concluir que existe uma deficiéncia dentro dos setores onde ha profissionais que
manipulam esses alimentos, principalmente sobre as boas praticas de manipulacao.
Contudo, concluiu-se que ainda é preciso implementar e elevar a fiscaliza¢éo destes setores

para melhorar a seguranca e qualidade dos produtos de origem animal.

Palavras-chave: contaminagéo, educagéo, doencas, legislacao, transmissao.
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Abstract:

The present study aimed to identify the degree of knowledge of supermarket food handlers
in the metropolitan region of Londrina, in relation to health legislation, and to verify the
practical deficiencies in the implementation of these regulations. Fifty (50) employees who
work in these establishments participated in the research, directly handling food and
animal by-products. The survey was conducted through a questionnaire, and the sampling
method was non-probabilistic. The level of knowledge of good handling and
manufacturing practices, food safety, microbiological contamination, cross-contamination
and food poisoning was evaluated. Most respondents did not have any specific training,
and those who did took more than six months to take refresher and / or improvement
courses. According to the results of the research, it was possible to conclude that there is a
deficiency within the sectors where there are professionals who handle these foods,
especially regarding good handling practices. However, it was concluded that it is still
necessary to implement and increase the inspection of these sectors to improve the safety

and quality of products of animal origin.

Keywords: contamination, education, diseases, legislation, transmission.

Introducéo

O termo “Seguranca Alimentar” pode ser empregado e demonstrado de diversas
formas. Ele é alterado conforme cultura, mercado, pais e economia local. Este conceito
engloba trés aspectos principais: quantidade, qualidade e regularidade no acesso ao
alimento.

No Brasil, a preocupacdo com a seguranca alimentar ocorre desde o periodo
colonial, mas era principalmente com a quantidade e regularidade na producdo dos
alimentos (SILVA, 2015; SEGALL-CORREA e MARIN-LEON, 2009). Nos dias atuais
outras preocupacdes surgiram, em especial a qualidade em que este alimento € produzido e
distribuido, bem como as inumeras maneiras de diminuir os riscos a saude humana e
animal (SILVA, 2015; SHEGALL-CORREA e MARIN-LEON, 2009). Por isso, a
qualidade dos alimentos tem sido cada vez mais mencionada nos meios de producgéo

alimentar (PEREIRA et al., 2019). Os alimentos podem ser veiculos de transmissdo de
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diversas doencgas que sdo importantes causas de morbidade e mortalidade em todo o
mundo. Em muitos paises tem emergido como um crescente problema econdmico e de
salde publica. Dentre as doencas mais comuns estdo aquelas causadas por bactérias, virus,
protozoarios e fungos responsaveis pelas toxi-infeccdes, além dos agentes quimicos e
substancias toxicas de origem animal e vegetal (BATTAGLINI et al., 2012).

Dos microrganismos as bactérias assumem um consideravel papel nos surtos
causados por agentes presentes nos alimentos. De acordo com o Center For Disease
Control nos EUA as bactérias sdo responsaveis por 70% dos surtos e 95% dos casos de
toxi-infeccdo alimentar (ANDRADE et al., 2003; BATTAGLINI et al., 2012). Da mesma
forma no estado do Parand, os ultimos dados encontrados sdo de 2000 e 2005, onde houve
2019 notificacbes de surtos de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA), sendo
registrados 8.663 doentes e 1.000 hospitalizacbes em decorréncia das toxi-infec¢bes
alimentares e aproximadamente 1,8 milhdes de pessoas morreram de doencas devido
quadros de diarréias graves (BATTAGLINI et al., 2012).

Devido ao crescimento exponencial anual desse tipo de surto, e com o intuito de
fazer o controle adequado dos alimentos para manter a qualidade e diminuir os riscos de
contamina¢do microbioldgica, e com isso preservar a salde do consumidor e dos
trabalhadores que manipulam os alimentos, € preciso atender a legislacdo vigente que
regulamenta as atividades dessa area especialmente quanto ao controle das condigdes de
higiene pessoal dos funcionérios, do ambiente e dos utensilios (ANDRADE et al., 2003,
DA SILVA, 2012; SILVA, 2015; PONATH et al., 2016).

Os utensilios utilizados nos setores de alimentacdo como: tabuas de carne, serra
fita, caixas plasticas, talheres, pano de prato, entre outros, participam aproximadamente de
16% das contaminagOes relacionadas as doencas alimentares, enquanto que oS
manipuladores sdo responsaveis por 26% dos surtos de doengas bacterianas de origem
alimentar, sendo as mdos um dos principais veiculos de transmissdo microbioldgica. 1sso
acontece porque acabam violando as instrugdes basicas de higienizacdo, possibilitando a
contaminagdo de produtos alimentares, utensilios e do ambiente em geral (ANDRADE et
al., 2003; SANTOS; KOURI; MELLO, 2011; SILVA, 2015).

Diante desse cenario, o presente trabalho teve como objetivo identificar o grau de
conhecimento dos manipuladores de alimentos de supermercados com relacéo a legislagédo

sanitaria, e verificar as deficiéncias praticas na execugdo destas normativas, e com isso



40

despertar aos manipuladores e proprietarios para as necessidades de aprendizado e
adequacdo dos estabelecimentos participantes da pesquisa.

Materiais e métodos

A pesquisa € do tipo investigativa e foi realizada por meio de questionario com 10
(dez) perguntas que foram elaboradoras a partir dos temas: boas praticas de manipulacéo,
seguranca alimentar, doencas transmitidas por alimentos, contaminagdo cruzada, presenca
da equipe responsavel pelo controle interno destas medidas de higiene e boas praticas,
como empresas de consultorias e veterindrio responsavel técnico. O método de
amostragem utilizado foi o ndo-probabilistico. A pesquisa foi realiza na regido
metropolitana de Londrina, Cambé, Ibipord e Sertanopolis.

Participaram da pesquisa 50 (cinquenta) manipuladores de supermercados que
foram selecionados de forma aleatdria, dos quais os funcionarios que manipulam alimentos
de origem animal voluntariamente responderam as perguntas. Nas entrevistas 0s
participantes ndo conheciam as perguntas, razdo pela qual as respostas ocorreram de modo
imediato e de forma espontanea. Todavia, houve concordancia prévia de todos em
colaborar, com amplo entendimento de que o instrumento de questionario refletia carater
educativo e de melhor aprimoramento profissional.

A pesquisa compreendeu o periodo de 29 de agosto a 05 de setembro de 2019. Em
todos os estabelecimentos amostrados realizou-se visitas e entrevistas de coato, para
esclarecimento e colaboracédo, evitando-se que os futuros entrevistados pré-julgassem, de
modo equivocado, aspecto fiscalizador. Essa ndo era a intengdo e nos predmbulos da

pesquisa deixou-se tal informacdo de maneira estabelecida.

Resultados e Discussdo

Os resultados originados pela presente pesquisa foram sistematizados, revisados e
delineado de modo a demonstrar, através de figuras e percentuais o extrato adquirido apos
as visitas e levantamentos in loco.

Assim como verificado por Marins, Tancredi e Gemal (2014), para um controle de
qualidade eficaz € necessario o cumprimento da legislacdo vigente e a préatica delas pelos
manipuladores de alimentos. De acordo com os resultados (Grafico 1 A e B) verificou-se

gue a maioria dos manipuladores nunca tiveram acesso ao treinamento técnico em “Boas



Praticas de Manipulagdo (BPM)”, e ainda que demoram de seis meses a um ano, ou mais,

para realizar atualizagdes.

Nos estabelecimentos da pesquisa, apenas 40,8% dos manipuladores de alimentos

consultam os manuais de BPM e de Procedimentos Operacional Padrdo (POP), e 24,5%

nunca os utilizaram para consulta e modelo de procedimentos.

Recebem o curso de BPM? Ultimo curso de atualizacio de BPM e
fabricacao de alimentos

42% 36%

22%

A B Sim ENao R H<3meses H>6meses H>1ano

Gréfico 1 — A: Cursos de Boas praticas de Manipulacdo (BPM); B: Cursos de atualizagdo realizados
nelos maninuladores de alimentos.

Acredita-se que a consulta aos manuais deveria ser considerada uma ferramenta de

trabalho continua, a fim de evitar a vulnerabilidade de execucdo de praticas erradas e

consequentemente a contaminacdo dos alimentos (Grafico 2 A). Outro ponto observado foi

a auséncia dos responsaveis técnicos nos supermercados de forma efetiva para fiscalizacao

dos trabalhos executados, sendo que 72% dos entrevistados assumiram que os profissionais

responsaveis pela fiscalizagdo ndo permanecem nos estabelecimentos frequentemente
(Gréfico 2 B).

Utiliza manuais de boas praticas e Responsabilidade técnica e/ou
pops? Consultoria

24,5% .
. _34,70/0 28%
40,8% Tere—
A ESim ENao &Nunca usou HSim ®ENao

Gréfico 2 — A: Utilizacdo de Manual de Boas Praticas e POPs; B: Presenca de RT ou consultor no
estabelecimento.
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Os riscos de ndo serem realizados os cursos e atualizagdes, bem como a auséncia
dos responsaveis pela fiscalizagdo dos funcionérios manipuladores de alimentos, esta
principalmente no aumento da contaminacgéo, por que os manipuladores ficam expostos as
praticas incorretas desde manipulacdo dos alimentos a higiene pessoal e do ambiente,
devido a falta de entendimento até mesmo de conceitos basicos como por exemplo o que é
DTA, e as consequéncias do consumo de um alimento contaminado como a intoxicagéo
alimentar, e os sinais clinicos envolvendo esta enfermidade (Grafico 3 A e B).

Em relacdo ao nivel de conhecimento sobre contaminacdo alimentar, foi constatado
que 63% dos manipuladores acreditam que se trata de contaminagdo por microorganismos
e substancias toxicas, e quando se perguntou sobre contaminagdo cruzada 56% disseram

saber como controlar este tipo de contaminacédo (Grafico 4 A e B).

Conhece o significado sigla DTA Conhecem os sinais clinicos possiveis
em casos de intoxicacao?

_35%

65% _

HSim HENao HSim ENao
A R

Gréfico 3 — A: Conhecimento sobre DTA; B: Conhecimento sobre sinais clinicos de intoxicagdo
alimentar.

Formas de contamina¢ao alimentar Sabe como controlar a contaminacao
cruzada?
28% 40%
63% _
_56%
9%
4% _
ENao correta higienizacao B Sim
W Apenas microrganismos L Nao sabe o que é contaminacio cruzada
A ®Microrganismos + Substancias téxicas H Parcialmente R

Gréfico 4 — A: Conhecimento sobre as formas de contaminacdo alimentar; B: Conhecimento sobre a
contaminacdo cruzada.
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Quando perguntou-se sobre as temperaturas de crescimento microbiano percebeu-se
que h& um amplo desconhecimento sobre desenvolvimento microbiol6gico, pois 88% dos
funcionarios disseram ndo saber a temperatura correta de armazenamento dos produtos
afim de manter a qualidade dos alimentos (Grafico 5 A).

Com isso, observa-se ainda mais a necessidade de implementar a obrigatoriedade
da realizacdo dos cursos e das atualizagdes de BPM nos supermercados pesquisados. Com
relacdo a higienizacdo do ambiente no setor de alimentacdo 86% dos manipuladores

responderam que utilizam sab&o neutro e alcool 70% (Grafico 5 B).

Conhecem temperatura que favorece Conhecem os produtos :.ldequados
crescimento microbiano para uso nos setores de alimentacao?
8%

6
12%

86%

88% i Sabio em p6 + Agua sanitaria

® Sabao neutro + Alcool 70%

A HSim ¥ Nao B Niio sei R

Gréfico 5 — A: Conhecimento sobre crescimento microbiano; B: Conhecimento sobre produtos para higiene
do setor de manipulacéo de alimento de origem animal.

A partir dos resultados obtidos nesta pesquisa analisou-se que ha uma ineficiéncia
na execucdo das legislagdes vigentes: RDC n° 216 de 2004, Portaria n® 1428 de novembro
de 1993, Lei n°® 6.437, de agosto de 1977, e ainda o Decreto n° 77.052, de janeiro de 1976.

De acordo com essas legislacOes todo estabelecimento produtor de alimentos de
origem animal, e principalmente os que realizem o processamento e industrializacdo do
alimento, devem possuir consultoria técnica e responsavel técnico, além de Manual de
Boas Praticas e Procedimentos Operacionais Padréo (POPs), descritivos de suas atividades
internas de forma atualizada, e que responda as necessidades de cada estabelecimento.
Estes manuais devem estar disponiveis para consulta, ja que os manipuladores de
alimentos sdo um dos principais transmissores de micro-organismos durante o
processamento dos alimentos (POERNER et al., 2009; BATTAGLINI et al., 2012).

Também de acordo com a legislacdo brasileira, a atualizagdo em boas préaticas de

manipulacdo deve ocorrer num periodo maximo de 6 meses. Com isso acredita-se que o


https://www.redalyc.org/pdf/4457/445744112028.pdf
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conhecimento dos manipuladores sobre os diversos pontos fundamentais para evitar a
contaminacdo dos alimentos, € deficiente nestes supermercados, principalmente porque foi
identificado pouco conhecimento sobre o desenvolvimento microbioldgico, em especial as
temperaturas corretas para armazenamento nos freezers, refrigeradores e descongelamento
dos alimentos.

Os pontos de vulnerabilidade encontrados nestes supermercados acontecem porque
os funcionérios ndo fazem os cursos e as atualizacdes, e isso gera a modificacdo nos
diversos comportamentos, tornando-os defasados dentro dos setores de alimentacdo, em
especial quanto aos cuidados basicos de higiene pessoal e do ambiente. Os treinamentos
regulares significam a aquisicdo de conhecimentos especificos sobre as éareas de
processamento, microbiologia, controle de qualidade e de higienizacdo industrial,
mantendo desta forma a qualidade dos alimentos que chegam ao consumidor.

A atuacdo dos profissionais responsaveis pela fiscalizacdo nas unidades que
manipulam alimentos de origem animal, devem fundamentar regularmente os planos de
monitoramento sobre as préaticas de manipulacdo e armazenamento dos alimentos, para isso
os testes de amostragem microbioldgica tanto do ambiente, quanto dos utensilios e dos
manipuladores sdo necessarios (VALIETI et al., 2016), afim de melhorar a qualidade dos
alimentos comercializados nestes estabelecimentos, uma vez que foi identificado essa
ineficiéncia no dia-a-dia na maioria dos supermercados que participaram da pesquisa.

Embora as respostas dos manipuladores sobre os produtos de limpeza usados no
setor de alimentacdo tenham sido na sua maioria assertiva, quanto ao tipo de produto
correto para higiene do ambiente e utensilios, 14% dos manipuladores marcaram a resposta
incorreta ou ndo sabiam responder. Esse dado nos mostra que € preciso repensar esse risco
existente, pois ainda ha uma deficiéncia no conhecimento quanto aos riscos do uso de
produtos incorretos, e que eles podem inclusive serem causas de toxi-infec¢fes quimicas. E
portanto, quando comparados as demais perguntas percebe-se que estes supermercados
funcionam com diversos riscos operacionais, e que € preciso manter a disposicdo 0s
manuais técnicos para que os funcionarios os utilizem como uma ferramenta base do
trabalho, além da orientacdo continua dos profissionais responsaveis pela fiscalizacdo dos

alimentos e dos manipuladores.
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Conclusodes

Por fim, foi observado ser necessario implementar um adequado sistema de
controle de qualidade atraves de cursos de atualizacGes de forma mais frequente, além do
incentivo ao pessoal, até mesmo para a capacitacdo profissional. Foi possivel concluir a
partir dos resultados que, o conhecimento dos manipuladores sobre Seguranca Alimentar é
ainda insatisfatorio. E necessario medidas que busquem melhorar a qualidade e seguranca
dos produtos de origem animal, a partir da qualificacdo dos manipuladores de alimentos de

forma mais frequente e eficiente.
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CAPITULO 11

Avaliacdo microbioldgica dos tecidos téxteis (pano de prato) utilizados nos
acougues de londrina e regido

Microbiological evaluation of textile fabrics (dishcloth) used in butchers in Londrina and
region

Giovanna Caroline Galo Martinst, Miriam Diboz?, Isabella Pissinati Marzolla3, Gerson
Nakazato3, Wilmar Sachetin Marcals.

Resumo

Diversos casos de doengas transmitidas por alimentos séo notificadas anualmente no
estado do Parana. Quase 100% dessas toxinfec¢des alimentares sdo causadas por bactérias.
A conscientizacdo dos manipuladores de alimentos sobre higiene pessoal, do ambiente e
dos utensilios de trabalho, é imprescindivel devido as diversas formas de riscos de
contaminacdo dos alimentos que estdo sendo manipulados. O objetivo deste trabalho foi
investigar quais agentes microbioldgicos estdo presentes nos panos de prato, verificar a
presenca da Escherichia coli, e 0s potenciais riscos microbioldgicos que manipuladores e
consumidores podem estar expostos no dia-a-dia, e por fim demonstrar qual a
responsabilidade dos manipuladores de alimentos na propagacdo destes agentes. Foram
realizadas colheitas em seis 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 laboratério de
bacteriologia béasica e aplicada, no 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, trés amostras de Escherichia coli foram submetidas ao
teste de sensibilidade antimicrobiana e apresentaram sensibilidade intermediaria a dois
importantes antibioticos, 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 Praticas de Fabricacdo, tanto pela equipe técnica

responsavel, como pelos orgaos de fiscalizacdo e vigilancia sanitaria.

Palavras-chave: consumidor, manipulacéo, resisténcia bacteriana, saude.
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Abstract

Several cases of foodborne diseases are reported annually in the state of Parand. 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 basic and applied bacteriology 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 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.

Keywords: consumer, manipulation, bacterial resistance, health.

Introducéo

O termo “Seguranga 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
producdo desses alimentos (SILVA, 2012). No Brasil por sua vez, Marmentini, Alvarenga
e Ronqui (2010) descreveram, com bastante propriedade, a legislacdo nimero 11.346 de 15
de setembro de 2006, que deu origem ao Sistema Nacional de Seguranca 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 0 acesso a outras necessidades basicas, devendo
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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 “Seguranca Alimentar” deve ser
utilizado nas seguintes condicGes: conforme descrito pela FAO — Food and Agriculture
Organization da Organizacdo das Nagdes 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 est4 diretamente relacionada com o controle das
contaminagdes fisico - quimica e bioldgica. Quando qualquer uma destas contaminacoes,
ou mais de um desses fatores estiverem presentes no alimento, pode culminar em uma
DTA (Doenca Transmitida por Alimento) para quem for consumir desses alimentos. A
DTA engloba todas as toxinfec¢cBes causadas por microrganismos como bactérias, virus,
protozoarios, fungos, agentes quimicos, substancias toxicas de origem animal e vegetal que
possam estar presentes e que sdo indesejadas. Em razdo da complexidade dos fatores que
afetam esta questdo, é importante 0 acompanhamento da seguranca alimentar em todos os
processos do alimento, como a industrializacdo, processamento, transporte e até mesmo na
fase final e chegada a mesa do consumidor. Desta forma, atendendo a legislagdo em vigor,
e devido ao crescimento exponencial dos servigos de fornecimento de alimento, e da
exigéncia do consumidor final, sdo necessarios os cuidados através do ensino adequado de
como se procede a higiene pessoal, do ambiente e dos utensilios, em especial para 0s
manipuladores que participam de todos os processos de manipulagdo dos alimentares
(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 Agricultura e do Abastecimento, a secagem das méaos, 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 lavatorios exclusivos e de
facil acesso aos manipuladores, e ainda em numero suficiente para a quantidade de
manipuladores que ali trabalham. Além disso, os sabonetes disponiveis para a higienizacao
devem conter caracteristicas especificas, além de dispenser de papel toalha e com

acionamento sem contato manual para evitar contaminagao posterior.
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Nos locais onde se manipulam alimentos s&o utilizados métodos para identificacdo
do nivel de contaminacgdo, e esses testes servem de pardmetro pra verificar como esta
sendo executado o controle de qualidade dos alimentos. Um dos parametros que sao
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 infec¢des
intestinais em adultos e criancas, por isso sdo denominadas como E.coli diarreicogénica
(ETEC). Mas também pode ser dividida em diferentes patotipos: E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli produtora de toxina Shiga ou enterohemorragica (STEC/EHEC) e E. coli
enteroinvasora (EIEC). Esses patotipos sdo muito importantes nos casos de infeccGes
humanas porque podem causar desde problemas gastrointestinais, a quadros mais graves
como colite hemorragica, sindrome hemolitica urémica (SHU) e de insuficiéncia renal
aguda e crénica (SCHUROFF et al., 2014).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os utensilios utilizados
como tébuas de carne, serra fita, caixas plasticas, talheres, pano de prato, entre outros,
participam aproximadamente de 16% das contaminacdes relacionadas as doencas
transmitidas por alimentos, enquanto que os manipuladores sdo responsaveis por 26% dos
surtos de doencas bacterianas de origem alimentar, sendo que as méaos sdo um dos
principais veiculos de transmissdo microbiologica. Se os manipuladores de alimentos
violarem as instruc6es basicas de higienizagéo, o risco de contaminacdo dos alimentos, dos
utensilios e ambiente de trabalho, pode 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 acumulo de secre¢des, desta forma diferentes
autores sugeriram a mudancga dos materiais utilizados como utensilios de manipulacdo de
alimentos, e ainda o desenvolvimento de novos produtos e protocolos de higienizagao
dessas superficies (AGUIAR et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2007; PINHEIRO; KOURI;
MELLO, 2010).
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De acordo com o Centro de Controle de Doencas Americana, dos Estados Unidos,
as bactérias sdo responsaveis por 70% dos surtos e 95% dos casos de toxinfeccdo alimentar
(ANDRADE; SILVA; BRABES, 2003). Baseado nesta informacdo e no fato de que as
doencas transmitidas por alimentos podem causar diversas alteracbes metabolicas como
diarreias, vomito, dores de cabeca, febre, desconforto abdominal e dependendo do quadro
infeccioso, os sinais clinicos variam e podem-se agravar para meningite, alteracdes renal e
hepatica (PASSOS et al., 2008), ndo sobram ddvidas da grande importancia que as
bactérias possuem nos surtos de origem alimentar. Posto isto, e considerando as
informacgdes relatadas na literatura sobre contaminagdo do ambiente e utensilios com
potencial risco de contaminagdo alimentar, este trabalho teve como objetivo investigar
quais agentes microbioldgicos estdo presentes nos panos de prato de 6 acougues de
Londrina e regido, verificar a presenca da Escherichia coli, e assim identificar os
potenciais riscos microbioldgicos que manipuladores e consumidores podem estar expostos
no dia-a-dia, e por fim, demonstrar qual a responsabilidade dos manipuladores de

alimentos na propagacdo 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
basica e aplicada do Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB), e do Departamento de
Vigilancia Oficial do municipio de Londrina — PR. As colheitas deste trabalho foram
realizadas em seis agougues localizados no municipio de Londrina, Cambé e Sertanopolis,
sem aviso prévio, no periodo de setembro de 2019 a margo de 2020. Os estabelecimentos
foram incluidos nesse estudo considerando a concordancia dos proprietarios, assinatura de
termo de liberacdo para colheita e fiscalizag&o oficial da Vigilancia Sanitaria do municipio.

A colheita do material foi realizada por uma pessoa treinada e capacitada em boas
praticas de manipulacdo e técnica para colheita do material nos seis estabelecimentos. Os
estabelecimentos A, B e C foram classificados como grupo 1, e os estabelecimentos D, E e
F foram classificados como grupo 2. Os agougues possuiam diferentes niveis estruturais e
de boas praticas 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 comercializagdo de produtos

carneos de diferentes espécies animais (aves, suinos e bovinos).
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O material escolhido para colheita das amostras foi o pano de prato de tecido de
algodéo, por ser um item utilizado na higienizagdo do ambiente, equipamentos e maos 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
esfregago de superficie com “Swab Test” (ABNT, 1998). A pessoa que realizou a colheita
fez o uso obrigatdrio 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 a metragem de 62,5 cm3, respectiva as
distancias entre os dedos polegar e indicador sempre na regido central do pano (Figura 1B).
Em seguida eram realizadas friccdes 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 Microbiologia do CCB/UEL, e acondicionados em
estufa bacterioldgica a 37°C por 18 a 24 horas.

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

microbioldgica. Imagens: arquivo pessoal.

No laboratério de bacteriologia, os swabs foram removidos dos tubos contendo
caldo BHI e semeados em placas contendo agar MacConkey (Neogen®) e agar

MacConkey acrescido dos antibioticos Ciprofloxacina e Cefotaxima, para crescimento
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bacteriano e possivel selecdo de bactérias resistentes e em Agar Sabouraud (Difco®, USA)
para identificar crescimento fungico. Para selecdo especifica de enterobactérias como
Salmonella e Shigella, foi necessario a realizacéo 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 selecéo e
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.

ApoGs as coldnias 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 os meios EPM que avalia a fermentacdo de glicose, producdo de
gas, producdo de H.S, hidrélise da uréia e desaminacdo da fenilalanina, MILi que testa
motilidade, descarboxilacdo da lisina e producéo 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 recomendagdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018), pelo
método de disco difusdo em A&gar. Foram testados 0s seguintes antimicrobianos
(Laborclin® - BR): tetraciclina (30ug), ciprofloxacina(5ug), cefotaxima (30), gentamicina
(10pg), cloranfenicol (30pg), enrofloxacina(05 pg), azetronam(30 pg), cefazolina (30ug),
cefalexina(30 pg), imipenem(10 pg), ceftazidima(30pg), cefepime(30ug) e sulfazotrim

(25 pg).

Resultados e Discusséo

As 11 amostras colhidas inicialmente apresentaram crescimento nos meios de
cultura Agar Macconkey e Agar Sabouraud, onde apresentaram O6timo crescimento
microbiano e fdngico. Foram isoladas 69 col6nias bacterianas, todas as amostras
bacterianas foram também submetidas ao crescimento em agar MacConkey adicionado 0s
antibioticos Ciprofloxacina e Cefotaxima para selecdo de possiveis colonias resistentes aos

antibidticos. De acordo com a Tabela 1, é possivel observar que 91% das amostras Al,
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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
0 primeiro antibidtico da familia das cefalosporinas de terceira geracdo, de ampla acdo
principalmente sobre gram-negativas e utilizados no tratamento de doencas causadas por
enterobactérias multirresistentes. Em 55% das amostras A2, B2, C2, D1, E1 e E2 houve
crescimento em meio de cultura com ciprofloxacina, um antibidtico de amplo espectro da

familia das quinolonas, de eficacia contra quase todas gram-negativas (CAZEDEY, 2009).

Tabela 1 - Perfil de resisténcia microbiana das amostras coletadas dos panos de prato, e cultivadas em agar
MacConkey acrescidos de Ciprofloxacina e Cefotaxima nos agcougues da cidade de Londrina e regido, no
periodo de agosto 2019 a margo 2020.

ATB Al A2 Bl B2 C1 C2
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 F2
CIP Positivo Negativo Positivo  Positivo  Negativo X
CTX Positivo Positivo  Positivo  Positivo  Negativo X
CALDO RAPAPPORT Turvo Turvo Turvo Turvo Normal X

Microrganismos em superficies, como citado por Battaglini (2012), além de
causarem deterioracdo do alimento, sdo responsaveis por diversas causas de toxinfeccdes,
quando h& a presenca das bactérias indicadoras de contaminacdo fecal, estas
principalmente Escherichia coli e Salmonella s&o indicativos de grande deficiéncia nos
procedimentos de higienizagdo 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 col6nias.

Na segunda fase do processo, as colénias foram submetidas ao teste bioquimico,
para identificacdo dos géneros da familia Enterobacteriaceae presentes nas amostras. Os
resultados estdo presentes na tabela 2. As 27 colbnias isoladas que foram classificados
como bactérias da familia Eterobacteriacea, das quais 40% eram do género Enterobacter e

11% do género Citrobacter, e 15% do género Klebsiella.
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Tabela 2 — Frequéncia e classificagdo dos agentes isolados nos panos de prato, por meio da técnica de
identificacdo bioquimica, coletados em acougues da cidade de Londrina e regido, no periodo de agosto 2019

a marco 2020.
Enterobacter 11/27 40% AB,D,E
Citrobacter 3127 11% AC
Escherichia coli 3127 11% B,D
Hafnia 1/27 4% C
Klebsiella 4/27 15% AB,C
Proteus 1/27 4% D
Serratia 1/27 4% A
Shigella 3127 11% AB

Nos estabelecimentos B e D foram o0s Unicos locais onde se identificaram 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 no alimento e no
ambiente de producdo, é indicador de contaminacdo fecal e falta de higiene em especial
dos manipuladores (SCHUROFF et al., 2014). A E. coli apresenta caracteristicas
especificas quando semeada em &gar MacConkey, observando-se coloracdo
vermelho/rosado devido a fermentacdo da lactose (KONEMAN, 2008), como observado

nas figuras abaixo.

—— = > N < — T -~
Nao fermentadoras de lactose / Fermentadoras de lactose
/

N

Figura 2: Placas contendo agar MacConkey, demonstrando presenga da fermentacdo de lactose.

Imagens: arquivo pessoal
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A identificacfo da espécie E. coli no exame bioquimico, apresentou os resultados:
Producdo de géas a partir da fermentacdo de glicose, lactose, indol, lisina positivas,
motilidade positiva exceto em casos de E. coli enteroinvasora e H-S, 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 a presenca de
veterinario RT quando comparado ao estabelecimento do grupo D, verifica-se que em
ambos as atividades realizadas estdo com certo risco operacional, e que a presenca de
medico veterinario no grupo A,B,C ndo demonstrou eficicia sobre os agougues sem
veterinario RT e portanto ha uma falha nos cuidados de higiene do setor, e ainda, que estes
funcionarios precisam de orientacbes mais eficazes quanto a forma correta de manipulacéo
dos alimentos e os cuidados com a higiene.

No antibiograma, os farmacos que mostraram maior eficécia 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 eficécia 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 manipulacéo e a
legislagdo atual, ndo estdo sendo satisfatorias. O trabalho demonstrou que 72% dos
estabelecimentos ndo possuiam veterinarios responsaveis ou equipe de consultoria para
instrucdo em boas praticas, e este resultado foi observado nas colheitas do grupo 2, onde o
mesmo ndo ocorria, originando resultados que levam a contaminacdo do ambiente e do
produto.

Como descrito por Battaglini (2012) e observado neste trabalho, o uso dos
panos de prato nos setores de manipulacdo, embora proibidos por legislacdo, € uma
atividade comum dentro dos setores. Frequentemente a contagem microbiologica em panos
de prato sdo altas, e desta forma podem facilmente disseminar esses microrganismos por
todo o setor. Também descreveu que a colheita de forma superficial s6 demonstra que 0s
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resultados verdadeiros provavelmente indicariam contagens e presenga de microrganismos

muito mais alta.

Concluséo

Como foi encontrado a presenga de diversas bactérias da familia
Enterobacteriaceae, que possuem grande importancia para saude humana, e dois
estabelecimentos de seis a presenca de Escherichia coli, demonstrou-se a necessidade de
implementar medidas mais eficazes de higiene dos manipuladores e dos utensilios
utilizados para manipulacdo. Com tudo, considera-se que as medidas de higiene dos
estabelecimentos que participaram da pesquisa ndo se mostram eficazes e desta forma, e
ainda, demonstraram que nem sempre a presenca do Veterinario € seguranca de ensino e
qualidade nas boas praticas de manipulagdo, portanto recomenda-se a implementacao de
cursos de capacitacdo dos manipuladores de formas inovadoras a fim de corrigir os
problemas referentes &s praticas de higiene e capacitacdo da equipe responsavel pela
fiscalizacdo e exigéncias nas normas legislativas existentes. Os demais resultados
alertaram para a importancia do conhecimento e estudo da resisténcia bacteriana com
relagdo aos antibidticos existentes e suas formas de transmissdo pelos alimentos ao

homem.
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CONCLUSAO GERAL

O desenvolvimento deste trabalho me possibilitou por em pratica na rotina como
responsavel técnico as normas e Boas Préaticas de Manipulagdo e Fabricacdo de forma mais
clara e praticavel pelos trabalhadores, os dados deste trabalho me mostraram que diversos
pontos dentro das Boas Préaticas de Manipulacdo e Fabricacdo precisam ser transmitidos de
formas mais assertivas e inovadoras. Este trabalho conseguiu demonstrar que mesmo com
a presenca de Médico Veterinario Responsavel Técnico nos estabelecimentos, ndo se
garantiu a qualidade no trabalho e Boas Praticas de Manipulacdo e Fabricacdo dos
estabelecimentos envolvidos, ou seja, todo o trabalho esta relacionado com a sua qualidade
e ndo apenas a sua presenca no estabelecimento. Além disto, demonstrou que a inovagdo
no conhecimento dos proprios veterindrios a campo e da vigilancia sanitaria devem
aumentar e exigir que todos os estabelecimentos possuam manipuladores com atualizacao
frequente e cursos em Boas Praticas de Manipulacdo e Fabricacdo, que melhore a
fiscalizacdo municipal e que o conhecimento acesse também a populacdo de forma que

eles possam exigir e buscar alimentos mais seguros e saudaveis.
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ANEXO A
TERMO DE LIBERACAO DA PESQUISA E COLETA MATERIAL

Prezado(a) Senhor(a) Esta pesquisa é sobre a Mensuragdo Bacteriana nos panos
Higienizacao nos setores de Acougue da Regido de Londrina. Esta sendo desenvolvida por
Giovanna Caroline Galo Martins em parceria com os setores de Microbiologia do Centro
de Biologia e Centro de Ciéncias Veterinarias, do Curso de Medicina Veterinaria da
Universidade Estadual de Londrina, sob a orientagdo dos Professores: Wilmar Marcal e
Gerson Nakazato.

Os objetivos deste estudo sdo: Trazer correta orientacdo sobre a utilizagéo
inadequada dos panos de tecido na rotina de manipulacdo, mostrar de forma prética e
laboratorial a capacidade contaminante deste tecido aos produtos e equipamentos utilizados
nos setores de manipulacdo, sendo um exemplo pratico para a importancia dos
manipuladores participarem dos cursos de Boas praticas de Manipulacdo e seguir as
normas vigentes. A finalidade deste trabalho é contribuir para a comunidade e empresas
com resultados tedricos coletados da rotina da regido, mostrando de forma préatica aos
manipuladores e as empresas a importancia da informagdo e correta manipulacdo e
higienizacdo tanto das mdos quanto dos equipamentos utilizados nos setores de
manipulag&o.

Solicitamos a sua colaboracdo e autorizacdo para a coleta dos materiais como
também sua autorizacdo para apresentar os resultados deste estudo em eventos da area de
salde e publicar em revista cientifica nacional e/ou internacional. Por ocasido da
publicacdo dos resultados, 0 nome da empresa e trabalhadores serd mantido em sigilo
absoluto.

Esclarecemos que sua participacdo no estudo é voluntaria e, portanto, o(a)
senhor(a) ndo é obrigado(a) a fornecer as informacdes e/ou colaborar com as atividades
solicitadas pelo Pesquisador(a). Caso decida nédo participar do estudo, ou resolver a
qualquer momento desistir do mesmo, ndo sofrerd nenhum dano, nem havera modificacao
na assisténcia que vem recebendo na instituicdo. O pesquisador estara a sua disposicao
para qualquer esclarecimento que considere necessario em qualquer etapa da pesquisa.

Assinatura do Responsavel Estabelecimento

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Considerando, que fui informado(a) dos objetivos e da relevancia do estudo
proposto, de como serd minha participagdo, dos procedimentos e riscos decorrentes deste
estudo, declaro 0 meu consentimento em participar da pesquisa, como também concordo
que os dados obtidos na investigacao sejam utilizados para fins cientificos (divulgacdo em
eventos e publicacBes). Estou ciente que receberei uma via desse documento.

Contato com o Pesquisador(a) Responsavel:
Caso necessite de maiores informagdes sobre o presente estudo, favor ligar para o(a)
pesquisador(a) 43999770566; CRMV PR 15989; Email:
Vetgiovannamartins@hotmail.com
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ANEXO B

INSTRUCOES PARA SUBMISSAO DE ARTIGOS
Revista Brasileira De Higiene e Sanidade Animal
(Brazilian Journal of Hygiene and Animal Sanity)

A Revista Brasileira de Higiene e Sanidade Animal - Brazilian Journal of Hygiene and
Animal Sanity, € um 6rgao oficial de divulgacdo do Colégio Brasileiro de Ultrassonografia
Animal (CBUA), entidade sem fins lucrativos com inicio em 2019, CNPJ 33.210.465 0001
- 26 e Universidade Federal do Ceara (UFC) desde 2007. Tem como objetivo publicar
temas relativos ao estudo das principais doencas infecciosas, contagiosas e parasitarias
emergentes. Saude publica veterinaria / satude pablica humana — zoonoses, como também
na aplicacdo de diagndsticos (ultrassom) de patologias em diversas espécies animais bem
como de assuntos correlatos. A revista tem periodicidade trimestral. Os trabalhos podem
ser submetidos em lingua portuguesa, inglesa e espanhola.

O envio dos trabalhos devera ser feito por e - mail (rev.hig.san@gmail.com), juntamente
com a carta de encaminhamento e a taxa de pagamento, constando o endereco completo da
Instituicdo e E-mail do autor ou autores correspondentes ao artigo. Este periodico ndo faz
qualquer restricdo a titulacdo académica minima para submissao de trabalhos e a avaliacdo
é por dois ou trés revisores ad hoc e pelo Corpo Editorial.

O conteudo dos artigos publicados é de exclusiva responsabilidade de seus autores e 0s
direitos de publicacdo sdo da RBHSA, sendo o conteudo disponibilizado com acesso livre
na Internet (www.higieneanimal.ufc.br). Este periddico oferece a todos os pesquisadores
acesso eletrénico livre para consulta de todos os trabalhos, desde seu primeiro volume
publicado em 2007. Qualis CAPES - 2015 - Ensino: B3, Engenharia 111 B4.

Custo de publicacéo

No ato da submissdo é requerido um depdsito de R$ 250,00 (duzentos e cinquenta reais)
ndo reembolsaveis para compor as despesas com a editoracdo, publicacéo e atribuicdo do
Digital Object Identifier - DOI.

Se o trabalho for rejeitado na avaliacdo prévia do Comité Editorial, a taxa paga nao podera
ser reutilizada para outras submissdes dos autores e nem tampouco a devolugdo do
deposito ja efetuado. O comprovante de depdsito ou transferéncia deve ser enviado via e-
mail da RBHSA (rev.hig.san@gmail.com).

Os depositos ou transferéncias deverdo ser efetuados em nome do: COLEGIO
BRASILEIRO DE ULTRASSONOGRAFIA ANIMAL (CBUA) - CNPJ -
33.210.465.0001 - 26 - Banco do Brasil: Agéncia bancéria: 3655-2 - Conta corrente:
75.042-5.
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Digitacg&o:

O trabalho devera ser digitado em tamanho A 4 210 x 297mm com, no maximo, 25 linhas
por pagina em espacamento entre linhas 1,5 linhas, com margens superior, inferior,
esquerda e direita em 2,5cm, fonte Times New Roman e tamanho 12. O méximo de
paginas sera 15 para artigo cientifico, 20 para revisao bibliografica e 8 para nota, incluindo
tabelas, gréficos e figuras. 2 Estrutura O artigo cientifico devera ser redigido obedecendo a
seguinte ordem de estrutura: titulo, title, autores, resumo (incluindo termos para
indexacdo), abstract (incluindo index terms), introducdo, material e métodos, resultados e
discussdo, conclusbes, agradecimentos (opcional) e referéncias bibliograficas. Notas
cientificas ndo necessitam obedecer a estrutura do artigo, mas devem ter, obrigatoriamente,
resumo (incluindo termos para indexacao), title e abstract (incluindo index terms).

Titulo:

Deve ser escrito com apenas a inicial maiuscula, em negrito e centralizado na pagina. A
chamada de rodapé sem tracos para identificacdo deve ser extraida do titulo, devendo
constar informacdes sobre a natureza do trabalho (se extraido de tese/dissertacdo) e
referéncias a institui¢cbes colaboradoras. Os titulos das demais se¢des da estrutura deverao
ser escritos com apenas a inicial maidscula, em negrito, localizados no inicio da linha.

Autores:

Os nomes completos deverdo vir abaixo do titulo, somente com a primeira letra maitscula,
um apds outro, separados por virgula e centralizados na linha. Como chamada de rodapé na
primeira pagina, deve-se indicar, de cada autor, a formacdo académica, instituicdo onde
trabalha e endereco eletrénico. Resumo e abstract Devem comecar com estas palavras, na
margem esquerda, com apenas a inicial maitscula, em negrito, contendo no maximo 250
palavras cada e entre trés e cinco termos para indexagdo, 0s quais ndo devem constar no
titulo. Citagdo de autores no texto Serdo feitas pelo sobrenome, com apenas a primeira letra
em maiuscula, seguido do ano de publicacdo. Citacdo com apenas um autor usar da
seguinte forma: Santos (2002) ou (Santos, 2002); com dois autores, usar Pereira & Freitas
(2002) ou (Pereira & Freitas, 2002); com trés ou mais autores, usar Xavier et al. (1997) ou
(XAVIER et al., 1997).

Tabelas:

Serdo denominadas de Tabela (em negrito), numeradas consecutivamente com algarismos
arabicos, na parte superior. Ndo usar linhas verticais. As linhas horizontais devem ser
usadas para separar o titulo do cabecalho e este do contetdo, além de uma no final da
tabela. Cada dado deve ocupar uma célula distinta.
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Figuras:

Gréficos, fotografias ou desenhos levardo a denominacdo geral de Figura (em negrito)
sucedida de numeracdo arébica crescente e legenda na parte inferior. Para a preparacéo dos
graficos deve-se utilizar “softwares” compativeis com “Microsoft Windows” (“Excel”,
“Power Point”, “Harvard Graphics”, etc.). Graficos e figuras confecciona em 3 planilhas
eletrbnicas devem vir acompanhados do arquivo com a planilha original. Fotos e desenhos
devem ser digitalizados; escaneados com 300 dpi, gravados em arquivo nos formatos TIF
ou JPG e enviados em arquivos separados do arquivo de texto. Evitar tabelas e figuras com
largura superior a 17 cm.

Agradecimentos:

Logo apos as conclusdes poderdo vir os agradecimentos a pessoas ou instituicdes, em
estilo sébrio e claro, indicando as razdes pelas quais os faz. Referéncias Bibliograficas
Deverdo ser apresentadas em ordem alfabética de autores e numeradas de acordo com a
NBR 6032 de agosto/2000 da ABNT e conter os nomes de todos os autores.

Referéncias:

Sdo utilizadas para convencer o leitor acerca da validade dos fatos e argumentos
apresentados. Quando adequadamente escolhidas, fornecem maior credibilidade ao
trabalho. Observacdo: deve-se priorizar a citacdo de referéncias atualizadas, ou seja,
publicadas nos Gltimos cinco anos, considerando 0 momento da submissdo do manuscrito.
Devem ser citadas de periodicos cientificos indexados em bases de dados nacionais e
internacionais que foram consultadas na integra pelo autor e que tenham relacdo direta,
relevante com o assunto abordado; N&o incluir na lista referéncias que ndo possam ser
recuperadas no original pelo leitor, como teses e dissertacGes, trabalhos de concluséo de
curso e outras fontes inacessiveis (apostilas, anais etc.) ou obras de reduzida expressdo
cientifica. A atualidade da referéncia, isto €, a citacdo de obras recentes, com menos de
cinco anos, é essencial em artigos originais; As referéncias a artigos publicados em
periddicos latino-americanos e que possuem versao em inglés, deverdo ser citadas com o
titulo em inglés; Nao incluir mais de 20 referéncias e menos de 15. Todas enumeradas.



ANEXO C

INFUSAO DE CEREBRO-CORACAO
BRAIN-HEART INFUSION (BHI)

Formula/Litro Infusdo Cérebro-Coracgéo................ 17,59
Digestdo Enzimatica de Gelatina.............cc.ccoeevruenne. 10g
DEXIIOSE. .. .veiiiiie ittt 29
Cloreto de SOdI0.........cccveivevieiieieeie e 5¢

pH Final:7,4 + 0,2 a 25°C

Modo de Preparo

1. Dissolva 37g do meio em 1L de agua purificada.

2. Aqueca, agitando frequentemente para dissolver completamente o meio.
3. Autoclave a 121°C por 15 minutos.
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Oxoid, USA



ANEXO D

AGAR MACCONKEY

Formula/Litro Peptona de Caseina..........c..cccveuee. 1,59
Peptona de Carme........cccoovrerinieieiee e 1,59
Peptona de Gelatina............cccceevveveiieieenecie e 179
Sais Biliares (Mistura)..........ccocevevveieerveieseesieenns 1,50
LACLOSE. ... 10g
Cloreto de SOAI0..........ocovevvieeiciiecee e, 5,09
Vermelho NeULrO........ccocvevievicce e 0,03g
Cristal Violeta..........ccccoeevveiieiecece e 0,001g
AGAC ..o 13,59
Agua Destilada............cceveeveereieeieeeeen, 1000 ml

pH Final: 7,1 £ 0,2
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Oxoid, USA



ANEXO E

MEIO EPM-MILi

Formula

Citrato de ferro amoniacal............ccccceceiiniiniiinienn, 29
Tiossulfato de SOI0..........cccevrireiiiieieec e 29
DEXIIOSE. .. .vii i 10g
LT T TSR 409
NUEFIENTES. ... 239
AGAN ..o 119
Cloreto de SOIO0..........cccvevviiieiecieiecce e 5¢
Fosfato disSOUICO........cceevviiieiieiiee e 29
L-triptofano........ccoveieiiiiiecee 19
Azul de bromotimol..........ccccevveiiiiiiiiiee e 0,03g
Agua Destilada...........ccoevveoieeriseeeeeeee 1000 ml

pH 7,4+ 0,2 a 25°C

Digesto Pancreético de Caseina.............cccevneee. 10,0g
Extrato de [eVedura .........ccoceevveeveeiivciiiee e 3,09
PEPIONA. ....eiiiiiiiiiie e 10,09
L= LiSING..c.ecivieie e 10,09
DEXITOSE. ..o 1,09
Citrato férrico amoniacal..........cccoceeeveiinininnnnnn 0,59
Parpura de bromocresol............cccevveveiieiieennene, 0,02g
AT i 2,09
Agua Destilada............coovvviiiniiii 1000 ml

pH 6,6 £ 0,2 a 25°C

Indicacdo
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Kit para identificacdo bioquimica de bactérias da Familia Enterobacteriaceae.

Laborclin, BR



ANEXO F

AGAR CITRATO DE SIMMONS

Formula/Litro Diidrogenofosfato de Aménia.............. 19
Hidrogenofosfato DipotassiCo.........cccevvevrerieiiicrinnns 19
Cloreto de SOdI0.........ccceveeieeieiieiece e 5¢
Citrato de SOI0.........ccevveriecieceeceee e, 2,5¢
Sulfato de Magnésio..........cceevrereeneierinenereeiens 0,29
Azul de Bromotimol..........coccoeeivvieiiiciiic e 0,08g
AQAr-Agar........ccoveeeeeeeeeeeeee e 15¢
Agua Destilada.............ooevvieeeeriieeeeeeeeans 1000 ml

pH Final: 6,8 £ 0,2

Indicacdo

69

E utilizado na identificacdo de bactérias, principalmente as enterobactérias, que utilizam o

citrato como fonte de carbono.

Oxoid, USA



