WOI0 YUIPIO 6 FDBD< .
c10ucEs’ 1ecuotoRise | .
” 4

INSTITUTO FEDERAL DE
EDUCAGAO, CIENCIA E TECNOLOGIA

AVALIAGAO DE STAPHYLOCOCCUS AUREUSE LISTERIA MONOCYTOGENES
EM ALIMENTOS E NO AMBIENTE DE COMERCIALIZAGAO DE PRODUTOS
PRONTOS PARA CONSUMO EM PIRASSUNUNGA, SP

Sarah Hwa in Lee, Isabella Rodrigues Motté, Maria Eugénia de Andrade Schiavoni,

Carlos Humberto Corassin, Carlos Augusto Fernandes de Oliveira

Departamento de Engenharia de Alimentos, Faculdade de Zootecnia e Engenharia de
Alimentos, Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, SP

RESUMO

A manutencao da qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos prontos para consumo é
de grande importancia para a saude publica, com a finalidade principal de evitar a
bactérias patogénicas nos ambientes de manipulacdo desses alimentos, tais como
Staphylococcus coagulase positivos (CP) e Listeria monocytogenes. Neste trabalho,
investigou-se a ocorréncia destas bactérias em 112 amostras de alimentos incluindo
salgados fritos, produtos carneos, queijos, entre outros alimentos prontos para
consumo, e de superficies no ambiente de quatro estabelecimentos varejistas de
Pirassununga, SP. Nao foram encontradas amostras positivas para L. monocytogenes.
Porém, Staphylococcus CP foram confirmados em 21 amostras (18,7%), das quais 5
de alimentos e 16 coletadas no ambiente, principalmente de maos de manipuladores.
Os resultados indicam possiveis falhas na aplicacdo de ferramentas de qualidade,

principalmente de Boas Praticas de Fabricagdo, nos estabelecimentos avaliados.

Palavras chave: .. monocytogenes, S. aureus, produtos carneos; salgados fritos.
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INTRODUGCAO

Alimentos e ambientes de manipulacao e producao de alimentos em condicoes
inadequadas de higiene podem ser facilmente contaminados por microrganismos
patogénicos, tais como Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes (Oliveira et
al., 2017). Estes microrganismos sao responsaveis por toxi-infecgdes transmitidas por
alimentos, principalmente prontos para a comercializagao e consumo (Rodrigues et al.,
2017). S. aureus é uma bactéria esférica ndo esporulada, sem motilidade, Gram-
positiva que pode ocorrer em pares, pequenas correntes e principalmente no formato
de cacho de uva. Trata-se de uma bactéria anaerdbia facultativa e catalase positiva
(Lee et al., 2016) pertencente a microbiota comensal dos seres humanos e de varias
espécies de animais, sendo encontrada no ar, poeira, esgoto, agua e superficies

ambientais.

A ocorréncia de S. areus em qualquer tipo de alimento representa grande perigo
para a Saude Publica, uma vez que pode haver producao de enterotoxinas, capazes
de desencadear um processo de intoxicacao caso ingeridas em poucas horas. A
intoxicagdo estafilocdcica é caracterizada por sintomas como nausea, vomito, dores
abdominais e diarréia, os quais aparecem entre 30 minutos a 8 horas apds a ingestao
de alimento contaminado, com duragao de 24 a 48 h e completa recuperagao entre 1
a 3 dias, sendo dificil estimar a incidéncia de intoxicacao por S aureus devido ao fato

de a maioria dos casos nao serem relatados (Gonzalez et al., 2017).

S. aureus é frequentemente isolado de alimentos como queijos, leites cru,
alimentos carneos e outros produtos fritos prontos para o consumo, além das maos e
mucosa nasal de manipuladores de alimentos (Fagundes et a/, 2010). Além disso,
alguns estudos tém demonstrado a presenca de enterotoxinas produzidas por S.
aureus ou de genes relacionados com suas enterotoxinas em alimentos (Nunes et a/.,
2017), em manipuladores ou superficies de alimentos (Lee et a/.,, 2016), o que ressalta
a importancia das Boas Praticas de Fabricagao (BPF) para evitar contaminagdes a partir
do contato dos alimentos com superficies inertes ou com as maos de manipuladores

de alimentos.
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L. monocytogenes também € um microrganismo de elevada preocupagao em
saude, visto que é considerada uma bactéria patogénica potencialmente letal para o
homem e outros animais (Barancelli et a/., 2014). Essa bactéria € um bastonete Gram-
positivo pequeno, com extremidades arredondadas, anaerdbio facultativo, mével, ndo
esporulado, com 0,5 um de diametro e 1 a 2 ym de comprimento, em média. Suas
células podem ser vistas isoladas ou em cadeias pequenas em forma de Y ou V (Oliveira
et al., 2017). A listeriose, doenca causada por L. monocytogenes, é considerada uma
doenca humana grave que acomete principalmente gestantes, recém-nascidos, idosos
e pacientes imunocomprometidos (Barancelli et a/, 2014). A maioria dos casos de
listeriose leva a hospitalizagdo, resultando em cerca de 20 a 30% de letalidade. As
principais sindromes clinicas incluem infecgdes sistémicas (com comprometimento do
sistema nervoso central), infeccdes perinatais e aborto, além de casos de gastrenterite
febril (Oliveira et al,, 2019).

L. monocytogenes pode ser encontrada em inimeros ambientes, incluindo solo,
agua, esgoto, vegetacao, fezes de animais selvagens, bem como em fazendas e em
instalacdes de processamento de alimentos (Campagnollo et al, 2018). Essa
diversidade de ambientes esta associada a capacidade da bactéria em multiplicar-se
em uma ampla faixa de temperatura (0 a 45 °C), sobreviver ao congelamento e ao

armazenamento por longos periodos (Oliveira et al., 2017).

O objetivo deste trabalho foi investigar a ocorréncia de S. aureus e L.
monocytogenes em salgados fritos, queijos, presuntos, mortadelas, salames e outros
frios para consumo imediato e, a partir disso, determinar os pontos de contaminacao
no ambiente de comercializacao desses produtos em estabelecimentos varejistas

localizados na cidade de Pirassununga, Sao Paulo.

2.  MATERIAL E METODOS

2.1 Area de Estudo e Amostragem
A coleta de amostras foi realizada em 4 estabelecimentos que comercializam

salgados fritos, queijos, presuntos, mortadelas, salames e outros frios para consumo
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imediato, localizados na regiao de Pirassununga, Estado de Sao Paulo, no periodo de
novembro de 2018 a fevereiro de 2019. Em cada estabelecimento, foram realizadas
duas visitas com intervalo de 1-2 semana para coleta das amostras das superficies dos
ambientes e de alimentos (minimo: 100 g). Foram colhidos diversos tipos de produtos
prontos para consumo, tais como queijos, presunto, mortadelas, apresuntados, bacons
e salames fatiados, além de salgados fritos para consumo imediato que estavam
disponiveis para venda direta ao consumidor no momento das visitas. Foram colhidas
em média 27 amostras por estabelecimento, sendo cerca de 8 a 10 amostras de

alimentos, evitando-se repeticao de tipos e marcas de produtos.

As amostras ambientais foram colhidas através de suabes ou esponjas
desidratadas estéreis dos seguintes pontos: pisos (area de atendimento, preparo e/ou
armazenamento de produtos), ralos (area de atendimento, cozinha e banheiros), maos
e pés dos manipuladores, equipamentos e utensilios, como fatiadores, facas,
modeladores, geladeiras, mesas e embaladeiras. As coletas dos pisos, ralos, balcdes
de exposicoes e de parte dos alimentos foram feitas com as esponjas desidratadas
estéreis. Para os pisos e balcOes fez-se a coleta com a esponja em uma area delimitada
por moldes de papel esterilizado de 0,25 m2. Os ralos e os alimentos foram amostrados
sem area delimitada pela dificuldade de operacao, portanto coletou-se toda a
superficie possivel. As amostras de utensilios, de modo geral, e das maos e pés dos
funcionarios foram coletadas com suabes umedecidos em agua peptonada salina a
0,1%, contidos em tubos estéreis. O nimero total de amostras colhidas no estudo foi
112. Todas as amostras foram transportadas em caixas térmicas com gelo reciclavel,

e enviadas ao laboratdrio para a execucao imediata das analises.

2.2 Isolamento e Identificacao de Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes
Os procedimentos para isolamento e identificacao de S. aureus nas amostras
de alimentos e ambientais foram realizados conforme descrito por Lancette & Bennett
(2001). Resumidamente, apds preparar diluicdes seriadas dos alimentos (25 g / 225
mL de agua peptonada salina a 0,1 %, homogeneizados em Stomacher Tecnal®) e
ambientais (suabes e esponjas), foram semeados 100 pL das diluicoes em placas de

Petri contendo agar Braid Packer (BP). A aliquota sobre o agar BP foi espalhada com
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auxilio de alga de Drigalski, apds o que as placas foram incubadas em estufa a 37 °C
por 48 horas. Apos o periodo de incubacdo, contaram-se as colOnias tipicas de S.
aureus (circulares pretas ou cinzas escuras, com bordas perfeitas e rodeadas por um
halo transparente). Em seguida, 3-5 colonias tipicas de cada placa foram transferidas
para tubos contendo caldo Infusdo Cérebro Coracao (ICC), os quais foram incubados
a 37 °C por 24 horas. Apos esse periodo, as col6nias foram submetidas a coloragao de
Gram e ao teste de coagulase, para confirmacao de Staphylococcus coagulase

positivos (CP).

L. monocytogenens foi pesquisada nas amostras de alimentos e ambientais
seguindo estritamente os procedimentos preconizados no Bacteriological Analitycal
Manual (BAM) (Hitchins, 2003). Deste modo, aliquotas de 100 pL das diluigdes iniciais
dos alimentos e da solucao de coleta dos suabes e esponjas foram transferidas para o
caldo Fraser seletivo para L. monocytogenens, incubando-se a 37 °C por 24 horas.
ApOs esse periodo, os caldos que apresentaram escurecimento foram separados para
estriamento com alca microbioldgica na superficie do meio OXFORD, seguido de
incubagdo a 37 °C por 24 horas. As colOnias presuntivas de L. monocytogenes neste
meio foram transferidas para outra placa contendo agar Tripticase de Soja com 0,6%
de extrato de levedura, incubadas a 35°C por 48h e submetidas a coloracdao de Gram,

teste de catalase e motilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados de ocorréncia de S. aureus coagulase
positiva e L. monocytogenes em alimentos e superficies no ambiente de
comercializacao de produtos prontos para consumo de Pirassununga, SP. Foram
analisadas 112 amostras coletadas de quatro estabelecimentos de varejo, as quais
foram categorizadas em grupos de alimentos prontos para consumo, superficies com
contato com alimentos e de superficies sem contato com alimentos. Nenhuma das
amostras apresentou L. monocytogenes. Das 33 amostras de alimentos analisadas, 5
foram positivas para Staphylococcus CP, sendo uma de sanduiche, duas de frios

fatiados e 2 de salgados fritos. No entanto, essas 5 amostras positivas para
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Staphylococcus CP apresentaram contagens entre 1,0 x 10! e 1,0 x 102 unidades
formadoras de colonias (UFC)/g (dados ndo mostrados em tabela), ou seja, abaixo do
limite toleravel de 1,0 x 103 estabelecido pela legislacdo brasileira para amostras
indicativas desses produtos (ANVISA, 2001).

Tabela 1 — Ocorréncia de Staphylococcus aureus coagulase positiva (CP) e Listeria
monocytogenes em alimentos e superficies no ambiente de comercializacao de
produtos prontos para consumo de Pirassununga, SP.

Amostras  Amostras positivas

analisadas L.

Tibo de Amostra (N) Staphylococcus CP monocytogenes
N % N %

Alimentos prontos para consumo:
Sanduiches 6 1 16,7 0 0
Queijos fatiados 4 0 0 0 0
Frios fatiados ! 13 2 15,4 0 0
Salgados fritos 2 7 2 28,6 0 0
Carnes curadas 3 3 0 0 0 0
Superficies com contato com alimentos:
Maos de manipuladores 19 10 52,6 0 0
Utensilios * 7 0 0 0 0
Equipamentos > 9 1 11,1 0 0
Mesas e pias 11 2 18,2 0 0
Superficies sem contato com alimentos:
Calgados (manipuladores) 19 3 15,8 0 0
Chao 9 0 0 0 0
Ralo 5 0 0 0 0
Total 112 21 18,7 0 0

! Frios fatiados: presuntos, apresuntados, salames e mortadelas.

2 Salgados fritos: coxinhas, quibes, espeto de frango, risoles com recheio de carne ou
queijo.

3 Carnes curadas: bacon, linguigas.
4 Utensilios: tabuas de carne, mesas e pias.

> Equipamentos: fatiadores, modeladoras, batedeiras e refrigeradores.

Com relacao a avaliacdo das superficies com contato com alimentos, das
dezenove amostras das maos dos manipuladores, 10 (52,6%) foram positivas para

Staphylococcus CP, enquanto somente uma amostra de equipamento e 2 de mesas
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foram positivas para este microrganismo. Quanto as 33 amostras de superficies sem
contato com os alimentos, somente trés coletadas de calcados dos manipuladores

foram positivas para Staphylococcus CP.

No presente estudo, todas as analises realizadas nos queijos fatiados foram
negativas para Staphylococcus CP. No entanto, 2 amostras de frios fatiados (15,4%)
foram positivas para S. aureus CP, diferenciando-se dos dados reportados por Neto
(2018), o qual nao encontrou nenhuma amostra de presunto fatiado positiva para esta
bactéria em supermercados no interior de Sdo Paulo. Tonello & Ecket (2016) também
nao observaram S. aureus CP em amostras de presuntos cozidos em estabelecimentos
na cidade de Cascavel-PR. Sabe-se que o fracionamento de frios como o presunto
aumenta a superficie de exposicdo do produto, deixando-o mais suscetivel a
contaminacao por agentes patogénicos. Este fato, aliado a contaminacao por contato
com superficies insuficientemente higienizadas, foram possivelmente as principais
causas da ocorréncia de S. aureus CP nos frios fatiados no presente estudo, uma vez
que 13 amostras (28,3%) das superficies com contato com alimentos (equipamentos,

utensilios, maos de manipuladores, mesas e pias) foram positivas para S. aureus CP.

No presente estudo, L. monocytogenes nao foi detectada em nenhuma amostra
de alimento ou superficie, indicando que os estabelecimentos avaliados adotam
praticas adequadas de higienizacdo do ambiente para este patdgeno. O leite e
derivados, principalmente os queijos frescos, constituem os principais alimentos
envolvidos em surtos de listeriose (Campagnollo et al, 2018). Adicionalmente, os
resultados do nosso estudo ndao corroboram os dados de ocorréncia de L.
monocytogenes em alimentos prontos para consumo reportados no Brasil. Fai et. al.
(2011) analisaram 40 amostras de presunto suino cozido de 26 supermercados de
Fortaleza/CE, observando a ocorréncia de L. monocytogenes em 57,7% das amostras
devido a devido a falhas nas BPF. Em Porto Alegre/RS, Tallamini (2016) encontraram
L. monocytogenes em 100% das amostras de presunto cozido fatiado comercializado

no Mercado Publico do municipio.

Com relacao a andlise de S. aureus CP nas superficies com contato com
alimentos, os resultados do presente trabalho indicam falhas nas BPF (Brasil, 2002),

uma vez que este microrganismo foi detectado em varias amostras das maos dos
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manipuladores. A contaminacao de alguns calcados dos manipuladores por S. aureus
CP indica que os mesmos foram usados além do local de trabalho, sendo ideal nesses
casos, para evitar contaminagdao do ambiente, dos funcionarios e alimentos que a
empresa forneca vestuario e calgado proprio para uso no estabelecimento, conforme
estabelecido pela ANVISA para evitar contaminacoes cruzadas. Possivelmente devido
a essas falhas, alguns alimentos como sanduiches, frios fatiados e salgados fritos
apresentaram contaminacao por S. aureus CP. Considerando que essa bactéria é
pertencente a microbiota comensal dos seres humanos (Oliveira et al., 2017), os dados
obtidos reforcam a necessidade de realizar a antissepsia das maos antes entrar na
area de processamento ou reiniciar o trabalho, bem como ap6s manipular materiais

contaminados.

4. CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho indicam deficiéncias nos procedimentos de
higienizacado dos servigos de alimentagao avaliados, indicando possiveis riscos a saude
dos consumidores. Embora L. monocytogenes nao tenha sido detectada em nenhuma
amostra, a presenca de S. aureus CP em alimentos e amostras ambientais,
principalmente na superficie das maos de manipuladores, reforcam a necessidade de
implementacao de ferramentas de qualidade nos estabelecimentos avaliados,

sobretudo referentes as BPF.
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