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RESUMO

Diversos restaurantes situados no Rio de Janeiro possuem o servigo de self-service,
onde oferecem uma grande variedade de saladas cruas e cozidas. Sabe-se, no
entanto, que a ma higienizacao dos vegetais utilizados nas saladas, das superficies
de preparo ou dos utensilios de cozinha permite com que micro-organismos, muitas
vezes patogénicos, fiquem aderidos aos residuos presentes e desenvolvam biofilmes,
perpetuando a contaminacdo e podendo gerar problemas de salde ao consumidor.
Escherichia coli € um patdgeno classico, causador de doencas transmitidas por
alimentos e comumente encontrada em folhas verdes e vegetais frescos prontos
para consumo. Este estudo teve por objetivo o isolamento de estirpes de £. coli a
partir de saladas cruas e cozidas prontas para consumo, servidas em diferentes
estabelecimentos do bairro da Tijuca, Rio de Janeiro, e a avaliagao qualitativa da
producao de biofilme pelos isolados. Dez amostras de saladas foram analisadas e
sete apresentaram contagens de £. coli superiores ao limite maximo permitido pela
legislacao para alimentos preparados prontos para o consumo contendo
exclusivamente produtos de origem vegetal. Apenas 2 amostras nao apresentaram
contagens. Dos 11 isolados de E. coli detectados, dentre aqueles selecionados para
as analises, 10 (90,9%) foram produtores de biofilme. Assim como outras bactérias
patogénicas, a presenca de E£. colj, em produtos prontos para o consumo tém um
papel fundamental no surgimento de surtos de origem alimentar. Devido a producdo
de biofilme, a permanéncia nos vegetais e em superficies de preparo, consttui uma
importante etapa no processo de colonizagao e, consequenmtente, transmissao
desses micro-organismos para os consumidores.

Palavras-chave: Escherichia coli, biofilme, saladas prontas para consumo.
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1. INTRODUCAO

Devido a falta de tempo na sociedade moderna atual, principalmente com a
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extensa jornada de trabalho, aumenta-se a dificuldade de se consumir alimentos em
casa, sendo comum que se presencie um cenario onde grande parte dos brasileiros
necessita fazer refeicoes fora de casa. Como cita Castro-Ibafez e colaboradores
(2017), existe um aumento da popularidade do consumo de produtos prontos para o
consumo (ready-to-eat). Simultaneamente, o nimero de surtos e casos de doencas
transmitidas por alimentos também tende a aumentar.

De acordo com a Instrucdo normativa n® 161, de 2022 (Brasil, 2022), um
alimento preparado pronto para o consumo é “o alimento manipulado e preparado
em servico de alimentacdo, exposto & venda embalado ou ndo”. E o caso, por
exemplo, das saladas prontas.

E cada vez mais comum encontrarmos restaurantes e/ou estabelecimentos
que oferecem o servico de self-service, onde é encontrada uma grande variedade de
saladas prontas, sendo um dos alimentos mais consumidos. No entanto, é
necessario se atentar as boas praticas de preparo desses alimentos.

A ma higienizacao dos utensilios de cozinha e das superficies de preparo dos
alimentos podem fazer com que micro-organismos fiquem aderidos aos residuos
presentes e desenvolvam biofilmes, que sao definidos como comunidades
microbianas envoltas por uma matriz de polimeros extracelulares, aderidas a
superficies (Carrascosa et al, 2021). Os biofilmes permitem o crescimento de
bactérias de forma protegida e permitem sua sobrevivéncia mesmo quando as
condicOes nao se mostram favoraveis. A troca de nutrientes €, assim, facilitada e por
iSso, 0 crescimento torna-se mais propicio.

Biofilmes podem ser produzidos por quase qualquer micro-organismo em
condicdes adequadas, porém na industria de alimentos é mais frequente a formacao
do mesmo por bactérias, o que pode gerar um maior risco para o consumidor,
considerando que muitas bactérias podem ser patogénicas, ou seja, causadoras de
doencas (Carrascosa et al., 2021).

Dentre o0s inUmeros patdgenos causadores de doencas transmitidas por
alimentos (DTAs), um deles é a Escherichia coli, comumente encontrada em folhas

verdes e vegetais frescos prontos para consumo. De acordo com Taban e
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colaboradores (2011), existem alguns fatores que influenciam diretamente a
contaminacdo desses alimentos, como por exemplo, a agua de irrigacao nao tratada,
fertilizantes organicos inadequados ou outras origens de contaminagdo, que podem
ocorrer em qualquer momento do plantio até a chegada no prato, como falhas
durante a colheita, manuseio, entre outros, sem contar a contaminagao cruzada
encontrada dentro das cozinhas. Vale ressaltar que ja foram realizados estudos
descrevendo a producao de biofilme por estirpes de E. coli em diversas matrizes
alimentares (Van Houdt et al., 2010; Srey et al., 2013; Nesse et al., 2014; Gallie et
al., 2018).

A E. coli é utilizada como indicadora de contaminacao fecal, por ter como
habitat, exclusivamente, o intestino de seres humanos e animais homeotérmicos
(Frias et al., 2020). Faz-se necessario que haja, portanto, o cuidado adequado com
0 saneamento, em especial, com o local de coleta da agua usada tanto para a
irrigacao das plantacdes, como para a higienizacao do local de preparo final dos
alimentos, de modo a evitar a disseminagao das DTAs.

Os sintomas das DTAs causadas por E. coli dependem da estirpe envolvida,
porém em sua maioria sao: nauseas, dores abdominais, fadiga, dores de cabega ou,
em casos mais graves, diarreia profusa ou disenteria (com fezes geralmente
mucdides e sanguinolentas), vomito e calafrios. Esses sintomas podem ter uma
duracao de 3 a 9 dias dependendo do caso. Os grupos de risco desses quadros sao
criangas, idosos e até mesmo pessoas em viagens para paises em desenvolvimento
(Souza et al., 2018).

Como citado anteriormente, estirpes de E£. coli podem produzir biofilme, e sua
presenca na area de preparo das saladas e outros alimentos pode contribuir para a
persisténcia, disseminacdo e, consequentemente, para a contaminacao cruzada de
alimentos e utensilios, na auséncia de uma higienizacao adequada (Luna-Guevara et
al, 2019; Rebello, 2020).

Este estudo visou o isolamento de estirpes de E£. coli a partir de saladas cruas e
cozidas prontas para consumo e a avaliagao qualitativa da produgao de biofilme
pelos isolados, com o objetivo de verificar se esses alimentos podem representar um

risco para o consumidor.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. AMOSTRAS DE SALADAS

Amostras de saladas cozidas e cruas prontas para consumo, foram obtidas de
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varios estabelecimentos comerciais do bairro da Tijuca, do Rio de Janeiro. As saladas
foram transportadas em embalagens de isopor e aluminio cedidas pelos proprios
estabelecimentos e levadas ao laboratério de Microbiologia do IFRJ Campus
Maracana para serem analisadas.

2.2. PESQUISA DE ESCHERICHIA COLI

Para a deteccao de £. coli nas amostras de saladas cruas e cozidas prontas
para consumo, foi realizada a pesagem e adicao de 25g da amostra em 225mL de
agua peptonada a 0,1% (p/v). Logo em seguida, foram feitas diluicdes sucessivas
até 10 em tubos de ensaio contendo o mesmo diluente. Aliquotas das diferentes
diluicdes foram plaqueadas em Agar TBX, conforme descrito na ISO 16649-2 (ISO,
2001). As placas foram incubadas a 44°C durante 24 horas. As colbnias que
cresceram no agar TBX que apresentaram coloracdao azul foram identificadas
diretamente como E. col.

2.3. PESQUISA DE ISOLADOS ATIPICOS DE £ COLI

Colbnias brancas, atipicas, crescidas no meio TBX, foram selecionadas e
inoculadas em agar EMB, uma vez que alguns sorotipos de E£. coli podem apresentar
col6nias brancas, como o 0157:H7. As placas foram incubadas a 37°C por 12h e
isolados que apresentaram col6nias escuras com brilho metalico foram submetidos
aos testes bioquimicos de vermelho de metila, producdo de indol, Voges-Proskauer e
utilizagao do citrato.

2.4. AVALIACAO QUALITATIVA DE PRODUGAO DE BIOFILME PELOS ISOLADOS
DE £. COLI

Para avaliacdo quantitativa dos biofilmes, os isolados foram inoculados em agar
vermelho congo, conforme descrito por Freeman e colaboradores (1989). O meio foi
elaborado com 15 g/L de agar nutriente, 37 g/L de sacarose e 0,8 g/L de vermelho
Congo. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. A produgao de biofilme foi
detectada a partir da formacao de col6nias com coloragao preta, podendo inclusive
manchar dessa cor o agar circundante. Na auséncia da producdo de biofilme, os

isolados permanecerao incolores ou avermelhados.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Alguns trabalhos tém alertado para a presenca de E. coli em amostras de
saladas tanto no Brasil como em outros paises e destacam os potenciais riscos deste
micro-organismo para a saude do consumidor (Beltrao, 2019; Bezerra et al., 2020;
Waturangi et al., 2020; Ozdemir & Arslan, 2021).

ApoOs a andlise de 10 amostras de saladas cruas e cozidas de diferentes
estabelecimentos que fornecem servigo self-service no Bairro da Tijuca, foi
constatado que as mesmas apresentaram contagens variando entre <1,0 x 10* e 3,0
x 105 UFC/g. Os dados estdo apresentados na Tabela 1. POode-se detectar a
presenca de crescimento de colOnias tipicas (azuis) e atipicas (brancas e rosas) no
agar TBX em 8 (80%) das 10 amostras.

Os meios de cultura cromogénicos possuem enzimas cromogénicas ou
substratos fluorogénicas. O meio TBX contém o substrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil-
B-D-glicuronideo, que é um importante marcador para a enzima B-glucuronidase e é
amplamente utilizado par aa deteccao de E. coli produtoras dessa enzima. No
entanto, o sorotipo de £. co/i 0157:H7, um dos mais patogénicos, é negativo para a
producdo B-glucuronidase e pode nao ser detectado com este método se apenas

colonias tipicas (azuis) forem selecionadas (Wei et al., 2019).

Tabela 1. Quantificacao de Escherichia coli nas amostras de saladas prontas para consumo

analisadas neste estudo.

Amostra Tipo de salada UFC/g
1 cozida 2,5x 105
2 cozida 1,1 x 105
3 cozida 3,0 x 104
4 crua 1,0 x 103
5 crua 1,0 x 102
6 crua 1,4 x 103
7 crua 3,0 x 105
8 crua 1,6 x104
9 crua <1,0x 10
10 crua <1,0 x 10*
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Por isso, vinte e trés isolados das diferentes amostras crescidos em TBX foram
selecionados para os experimentos posteriores, sendo oito que apresentaram
colonias tipicas sugestivas de £. coli (azuis) e 15 com colonias atipicas (brancas ou
rosas) (Tabela 2).

Os isolados atipicos foram inoculados em agar EMB para confirmacdao da
identificagdo. A maioria apresentou colOnias teve coloracdo escura, expressando
brilho metdlico, que foram entdo inoculadas em testes bioquimicos para
confirmagdo. Trés (20%) desses 15 isolados foram confirmados como E£. colj
corroborando com o que é descrito por outros artigos em relacdo ao isolamento de
sorotipos nao-produtores de B-glucoronidase, que nao apresentam colOnia azuis no
agar TBX (Made et al., 2017; Wei et al,, 2020). Os resultados estdo apresentados na
Tabela 2. Como controle positivo, os isolados que apresentaram colOnias tipicas no
agar TBX também foram inoculados em EMB (Figura 1) e submetidos aos testes
bioguimicos, com resultados que confirmaram a identificagdo, como esperado. Do

total de 23 isolados, 11 (47,8%) foram confirmados como E. col.
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Ca

Confirmagao como E.

Ccilo_ragao’da Producao coli apos crescimento
Amostra Isolados colonia no agar de em EMB e testes
TBX biofilme . ..
bioquimicos
1 Al.l Rosa Sim Sim
Al.2 Rosa Sim Sim
7 A2.1 Rosa Sim Nao
A2.2 Rosa Sim Nao
3 A3.1 Rosa Sim Nao
A4.1 Azul Sim Sim
4 A4.2 Azul Nao Sim
A4.3 Azul Sim Sim
A4.4 Azul Sim Sim
A5.1 Azul Sim Sim
5 A5.3 Rosa Sim Nao
A5.4 Branco Sim Nao
A6.1 Rosa Sim Nao
6 A6.2 Branco Sim Nao
A6.3 Rosa Sim Nao
A6.4 Azul Sim Sim
A7.1 Branco Sim Nao
v A7.2 Rosa Sim Nao
A7.3 Azul Sim Sim
A7.4 Azul Sim Sim
A8.1 Branco Sim Sim
8 A8.2 Rosa Sim Nao
A8.3 Rosa Nao Nao

Figura 1: Isolado de E£. coliem agar EMB
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Quando outros métodos mais especificos para deteccao de sorotipos como o
0157:H7 ndo estao disponiveis, a pesquisa de colbnias negativas para a producao de
B-glucoronidase torna-se importante, uma vez que ja foram relataram surtos
causados por este sorotipo em diferentes alimentos, incluindo, vegetais e saladas
prontas para o consumo (CDC, 2022).

De acordo com a Instrugao Normativa n°® 161 de 2022 (Brasil, 2022) que
estabelece padroes para alimentos preparados prontos para o consumo contendo
exclusivamente produtos de origem vegetal, elaborados sem emprego de calor, o
limite maximo permitido para £ coli é de 10° UFC/g, enquanto que naquelas
elaborados com o emprego de calor, esse valor cai para 20 UFC/g.

Dessa forma, € possivel verificar que os valores encontrados para 7 das 10
amostras estdo muito acima dos limites maximos permitidos pela IN161 de 2019
para a presenca de £. coli. Apenas as amostras 5, 9 e 10 estariam prdprias para
consumo. Resultados similares, com valores elevados de E. coli em saladas e
vegetais ja foram descritos em outros estudos brasileiros (Beltrdo, 2019; Bezerra et
al., 2020).

Vale ressaltar, ainda, que as amostras 9 e 10, apesar de serem cruas,
apresentaram contagens inferiores ao limite da técnica e ao valor maximo permitido
pela legislacao, sugerindo que os estabelecimentos que a comercializam seguiram
padrdes de higiene e sanitizacdao dos vegetais e superficies de preparo antes de
disponibilizar estes alimentos para o consumo. E interessante destacar que no caso
das saladas 1, 2 e 3 (saladas cozidas), ou 0 emprego de calor no preparo das
amostras nao foi suficiente para diminuir a contaminagao microbiana desses
alimentos ou os mesmos sofreram algum tipo de contaminacdo pds-preparo, uma
vez que apresentaram contagens extremamente elevadas.

O biofilme produzido por patdgenos de origem alimentar, incluindo E£. colj
durante o processamento de alimentos, esta geralmente envolvido no
desenvolvimento de surtos de origem alimentar. De acordo com Ozdemir & Arslan,
(2021), os vegetais folhosos e alimentos derivados, como as saladas, tém sido
frequentemente implicados em surtos de E. col.
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Todos os 23 isolados foram submetidos a andlise da producao qualitativa de

biofilme. Vinte e um (91,3%) isolados mostraram ser produtores de biofilme. Apenas

os isolados A4.2 (£. coli) e A8.3 (identificacdao desconhecida) foram nao-produtores

(Tabela 3). Um dos isolados produtos de biofilme esta apresentado na Figura 2.

Tabela 3. Producdo qualitativa de biofilme em agar vermelho congo pelos isolados

estudados neste trabalho.

Isolados

Identificacao

Producao de biofilme

Al.1l
Al.2
A2.1
A2.2
A3.1
A4.1
A4.2
A4.3
A4.4
A5.1
A5.3
A5.4
A6.1
A6.2
A6.3
A6.4
A7.1
A7.2
A7.3
A7.4
A8.1
A8.2
A8.3

E. coli

E. coli
desconhecida
desconhecida
desconhecida

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli
desconhecida
desconhecida
desconhecida
desconhecida
desconhecida

E. coli
desconhecida
desconhecida

E. coli

E. coli

E. coli
desconhecida
desconhecida

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao
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Figura 2: Isolado produtor de biofilme em agar vermelho-congo.

Biofilmes s3ao conhecidos por desempenhar papéis importantes na
sobrevivéncia e persisténcia bacteriana em ambientes de processamento de
alimentos. Ja foi relatado, inclusive, que isolados produtores de biofilme presentes
em superficies de preparo e/ou corte de alimentos como, poliestireno e aco
inoxidavel, podem sobreviver nesses ambientes por mais tempo e serem transferidas

para folhas de vegetais que ali sao manuseadas (Adator et al., 2018).

4. CONCLUSAO

A presenca de bactérias patogénicas, como a £. colji em produtos frescos e
prontos para o consumo desempenha um papel importante no surgimento de surtos
de origem alimentar. A fixacdo e a permanéncia nos vegetais, superficies de preparo
e de corte de alimentos e fomites utlizados nessas atividades devido a produgdo de
biofilme é o primeiro passo no processo de colonizacdo e subsequente transmissado
desses micro-organismos para os consumidores, principalmente quando encontrados
em altas contagens, como observado em nosso trabalho.

Juntamente com a correta execucao das boas praticas de fabricacdo e
higienizacdo, novas estratégias para mitigar a producao de biofilme por E. coli
devem ser desenvolvidas. Essas medidas ajudarao a prevenir a transmissao

bacteriana e a protejer a saude humana. No que se refere ao consumo de saladas
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prontas, cabe também aos consumidores que coloquem em pratica seus proprios
métodos de controle da contaminacdo, desde a ingestao de alimentos de

procedéncia confidvel ao cozimento, quando possivel.
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