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RESUMO

MILAGRES, Regina Célia Rodrigues Miranda, Universidade Federal de Vigosa,
abril de 2004. Bacillus cereus em Unidades de Alimentagdo e Nutrig&o:
avaliacdo da contaminacdo do ar e de superficies de trabalho.
Orientadora: Raquel Monteiro Cordeiro de Azeredo. Conselheiros: Nélio José
de Andrade e Angela Maria Campos Santana.

Avaliou-se a contaminagao por Bacillus cereus, no ar e em superficies de
bancadas, em cinco Unidades de Alimentacdo e Nutricdo, escolhidos
aleatoriamente na cidade de Vigosa, MG. Foram utilizadas as técnicas de
impressao em agar para coletas de amostras do ar e de remogéao por swabs para
avaliar as superficies de bancadas. Exemplares Gram-positivos e com morfologia
caracteristica do grupo de B. cereus, provenientes de colbnias tipicas em meio de
agar MYP, foram submetidos a testes de confirmagdo e diferenciacédo entre
espécies, adotando metodologia aprovada pela Food and Drug Administration
(FDA). Dos 249 isolados submetidos as provas, B.cereus foi a espécie
predominante, com 214 (86%) de resultados positivos. Dezesseis isolados (6%)
foram identificados como Bacillus thuringiensis, sete (3%) foram caracterizados
como Bacillus mycoides e doze microrganismos (5%) nao apresentaram o
conjunto de reagdes caracteristicas, podendo representar estirpes atipicas de
membros do grupo. Os isolados confirmados como B. cereus foram submetidos
ao teste de hidrolise de amido para identificar cepas amilase-negativas ou
fracamente amiloliticas, possivelmente eméticas, entre os quais 54 (25%) exibiram
reacoes fracas, semelhantes ao de uma cepa emética de referéncia. A presenca
do microrganismo no ar foi detectada em todos os restaurantes e pontos
ambientais avaliados. Entre 72 amostras examinadas, 52 (72%) apresentaram-se
contaminadas por B. cereus, em niveis de até 50 UFC/m®. Também nas amostras
de bancadas o microrganismo foi identificado em todos os restaurantes, porém
trés (12,5%) dos 24 pontos ambientais analisados, estavam isentos de
contaminagado pelo patégeno. Do total de 72 amostras de bancadas, 38 (53%)
foram encontradas contaminadas por B. cereus, sendo observados niveis de até
6,3 x 10* UFC/250cm?. Destacou-se a identificacdo de um percentual expressivo
de cepas fracamente amiloliticas em superficies de bancadas (36% do total de

isolados).



ABSTRACT

MILAGRES, Regina Célia Rodrigues Miranda, Federal University of Vicosa,
April/2004. Bacillus cereus in Food Service Establishments: Evaluation of
Air and Surface Contamination. Adviser: Raquel Monteiro Cordeiro de
Azeredo. Research committee members: Nélio José de Andrade and Angela
Maria Campos Santana.

Air and surface contamination by Bacillus cereus were evaluated in five
randomly chosen food service establishments in the city of Vigosa, MG.
Techniques of sieve samplers were used to collect air samples, and techniques of
swabs were used to evaluate surfaces. Gram-positive samples, with morphologic
characteristics of B. cereus group, originated from typical colonies in MYP agar
plates, were submitted to confirmation tests and differentiation among species,
adopting the methodology approved by the Food and Drug Administration (FDA).
Among the 249 isolates tested, B. cereus was the predominant specie, with 214
(86%) of the positive results. Sixteen isolates (6%) were identified as
Bacillus thuringiensis, seven (3%) were characterized as Bacillus mycoides, and
twelve microrganisms (5%) did not present characteristic reactions, probably
representing atypical strains. Isolates confirmed as B. cereus were submitted to
the hydrolysis of starch test to identify amylase-negative strains or weakly
amylolitic, possibly emetics, among which 54 (25%) exhibited weak reactions,
similar to a reference emetic-type strain. The presence of the microorganism in the
air was detected in all restaurants and ambient points evaluated. Among 72 tested
samples, 52 (72%) presented contamination by B. cereus, with levels up to 50
CFU/m?®. That microorganism was also identified in surface samples collected in all
restaurants, however, three (12,5%) of the 24 places analyzed were not
contaminated by pathogen. From 72 surface samples, 38 (53%) were
contaminated by B. cereus, with levels up to 6,3 x 10* CFU/250 cm?. It was
emphasized the identification of an expressive percentage of weakly amylolitic

strains in surfaces (36% of the isolates).



1. INTRODUCAO

Ha mais de dois mil e quinhentos anos, o grande sabio Hipdcrates
revolucionou a medicina com um conceito cuja validade permanece
inquestionavel: “que o alimento seja teu remédio e teu remédio seja o alimento”.
Ndo se discute, pois, o fato de que os alimentos sdo essenciais para a
manutencao da vida e da saude. Entretanto, os alimentos podem ser, ao mesmo
tempo, veiculos de agentes responsaveis por enfermidades — as chamadas
‘doencgas de origem alimentar’. Em sua grande maioria, essas enfermidades s&o
causadas por agentes de natureza bioldgica, em especial microrganismos
causadores de infeccdes e intoxicagcdes, os quais contaminam os alimentos e ai
se multiplicam, freqlientemente produzindo metabdlitos téxicos. Mundialmente, os
surtos das enfermidades veiculadas pelos alimentos constituem um problema de
saude publica de grandes proporcdes, refletindo a necessidade de investir em

acdes preventivas, especialmente em paises em desenvolvimento.

As fontes de microrganismos patogénicos sao diversas: homens e animais,
alimentos, superficies de utensilios e equipamentos que entram em contato com
os alimentos e particulas presentes no ar, em ambientes domésticos, industrias e
Unidades de Alimentacao e Nutricdo (UAN). Nesse sentido, a monitoragéo do ar e
de superficies que entram em contato com os alimentos € um recurso de que se
dispde para avaliar a qualidade higiénica dos ambientes, por meio da avaliagédo de

pontos onde o controle se faz mais necessario.

O ar que entra em contato com as matérias-primas durante as etapas de
armazenagem, manipulagdo, embalagem e distribuicdo, pode ser veiculo de
microrganismos que, mesmo presentes em baixo numero, comprometem a

seguranca dos alimentos. Da mesma forma, as superficies que, direta ou



indiretamente, podem contaminar os ingredientes e preparagdes séo outro foco de

atencéo.

No caso particular de bactérias esporuladas, ha suficiente comprovacgao de
que constituem um problema de grande magnitude em ambientes que preparam
alimentos, visto que nem sempre os tratamentos térmicos sdo suficientes para
destruir seus esporos. Quando esses microrganismos, além de causar
deterioragdo, determinam a ocorréncia de doengas de origem alimentar, o
problema torna-se ainda mais critico. Tal € o caso de Bacillus cereus, um
microrganismo deteriorador, conhecido por sua associagdo a intoxicagdes

alimentares, uma predominantemente diarréica e outra com sintomas eméticos.

B. cereus é de ocorréncia ubiqua, podendo contaminar alimentos a partir de
fontes diversas e ai se multiplicar. Seus esporos s&o, geralmente, resistentes ao
calor, a desidratacao e a outros fatores destrutivos, o que explica sua ocorréncia
em grande variedade de alimentos, crus e processados. Existem fortes indicios,
suficientemente relatados na literatura especializada, de que a importancia desse
microrganismo na etiologia de surtos de doengas de origem alimentar seja
subestimada. Considerando sua capacidade de adaptagao a diversos substratos,
sua rapida multiplicagdo e tolerancia a diversas barreiras usadas para preservar
os alimentos, a investigacdo de sua incidéncia em ambientes que processam
alimentos - especialmente quando sdo comercializados prontos para consumo —

reveste-se de interesse para a prevencgao de agravos a saude.

Por outro lado, modificagdes em habitos de consumo, no Brasil, ttm gerado
um significativo aumento no numero de refeicbes fora do lar e,
consequentemente, nos estabelecimentos que servem refeicbes para
coletividades. Em tais locais, a preparagao de grandes lotes de alimentos, a falta
de treinamento da mao-de-obra e as dificuldades advindas de condi¢cbes precarias

de instalagbes s&o apenas alguns dos fatores que predispdem aos surtos.

Em vista dessas consideragdes, torna-se oportuna a avaliacdo da
incidéncia de B.cereus em fontes a partir das quais seriam contaminados
alimentos que suportam sua sobrevivéncia e crescimento, com eventual produgao
de toxinas. O trabalho visa a colaborar para o preenchimento de uma lacuna, ja
que levantamentos dessa natureza sao escassos em nosso pais, ainda que a
repercussao de seus efeitos na saude publica seja inquestionavel.
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O objetivo basico desta pesquisa foi, pois, obter informacbes sobre a
importancia do ar e de superficies de bancadas como fonte de contaminagao para
os alimentos, em Unidades de Alimentacdo e Nutricdo, na cidade de Vigosa, MG,
tomando por base a detecgdo e quantificacdo de B. cereus. Eventualmente, os

resultados poderao orientar medidas viaveis de controle.
O estudo foi desenvolvido com os seguintes objetivos especificos:
1. Detectar e quantificar a presenga de membros do grupo de B. cereus no

ar e em superficies de bancadas, em ambientes de Unidades de Alimentacao e

Nutricdo comerciais e institucionais
2. |dentificar e confirmar os isolados, como espécies distintas.

3. Submeter os isolados a uma prova bioquimica para identificar cepas

possivelmente associadas a produgao de toxina emética.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. - Seguranca dos alimentos: a situacado no Brasil e no mundo.

Food safety € um termo usado com significado de “garantia do consumo
alimentar seguro, no ambito da saude coletiva”. A caracteristica essencial do
alimento seguro é sua inocuidade, livre de contaminantes de natureza quimica,
bioldgica ou fisica ou, ainda, de quaisquer agentes que possam colocar em risco a
saude (Spers & Kassouf, 1996, apud Cavalli, 2001).

O termo Food Security, comumente traduzido como “Seguranga Alimentar”,
engloba um sentido mais amplo, desde que comegou a ser utilizado, apds o fim da
Primeira Guerra Mundial. Com a traumatica experiéncia da guerra, vivenciada
sobretudo na Europa, tornou-se claro que um pais poderia dominar o outro
controlando seu fornecimento de alimentos. A alimentagao seria, assim, uma arma
poderosa, principalmente se aplicada por uma poténcia sobre um pais que nao
tivesse a capacidade de produzir de forma autbnoma e suficiente seus alimentos.
A questao adquiria, assim, significado de seguranca nacional para cada pais,
apontando para a necessidade de formacdo de estoques "estratégicos" de
alimentos e fortalecendo a idéia de que a soberania de um pais dependia de sua

capacidade de auto-suprimento de alimentos (Maluf, 2000).

No Brasil utiliza-se a denominacgdo de ‘seguranca alimentar’ para os dois
enfoques, tanto o quantitativo quanto o qualitativo. O termo pressupde nao apenas
a garantia de acesso ao consumo de alimentos, mas abrange todo o conjunto de

condigbes para a obtengao de uma nutricdo adequada a saude (Cavalli, 2001).

Maluf (2000) define Seguranca Alimentar e Nutricional como a garantia do

direito de todos ao alimento de qualidade, em quantidade suficiente e de modo
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permanente, com base em praticas alimentares saudaveis e respeitando as
caracteristicas culturais de cada povo, manifestadas no ato de se alimentar. Esse
autor considera responsabilidade dos estados nacionais assegurarem esse direito,
em obrigatdria articulagdo com a sociedade civil, dentro das formas possiveis para
exercé-lo e — importante - sem comprometer o acesso a outras necessidades

essenciais, devendo se realizar em bases sustentaveis.

Os programas de seguranga alimentar devem propiciar um efetivo controle
de qualidade de toda cadeia alimentar, desde a producdo, armazenagem e
distribuicdo até o consumo do alimento in natura ou processado, bem como os

préprios processos de manipulagao que se fazem necessarios (Cavalli, 2001).

O que se pode constatar é que muito se discute sobre seguranga alimentar
e seguranga dos alimentos, mas a situagdo ainda € muito distante do ideal,
particularmente em paises que sofrem os males préprios da pobreza de suas
populacdes. Na india, por exemplo, apesar de muitas das Boas Praticas de
Producdo serem recomendadas ha quase 4.000 anos e seguidas por alguns
modernos estabelecimentos processadores de alimentos, como o uso de rede nos
cabelos, unhas aparadas, mascaras e banho antes do preparo de qualquer
refeicdo, ainda € comum se observarem praticas que denunciam falta de
consciéncia em relagdo a higiene na manipulacao e industrializagado de alimentos:
a seguranga alimentar nao é prioritaria, assim como a propria conscientizagdo da
importancia da higiene e seriedade das doengas de origem alimentar (Marthi,
1999).

Seguranga dos alimentos em nivel absoluto implica em “risco zero”, o que é
uma meta praticamente impossivel de se alcancar. E mais realista trabalhar em
termos de “risco insignificante” ou “risco aceitavel” (Griffith et al., 1998). Essa
questao tem sido amplamente discutida, principalmente nos paises desenvolvidos,
pelos setores publico e privado, assim como consumidores, visando disponibilizar
para a populagdo alimentos que n&o sejam prejudiciais a saude (Caswell, 1991).
Entretanto, mesmo com grandes inovagbes tecnoldgicas nas varias fases das
cadeias produtivas dos diferentes alimentos, tem sido notada a ocorréncia de

surtos de doengas de origem alimentar de forma crescente, o que é preocupante.

Para Griffith & Redmond (2001), a responsabilidade da seguranga dos
alimentos deveria ser compartilhada entre governo, industria e consumidores.
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Estudos mostram que estas instancias, demonstrando preocupagcdo com a
seguranga dos alimentos, tém promovido iniciativas, principalmente em paises
desenvolvidos, resultando em mais pesquisas, de forma que as notificacdes dos

casos de doengas de origem alimentar sdo bem mais frequentes (Schlundt, 2002).

No ambito internacional, a seguranga alimentar & preconizada por
organismos e entidades como a Organizagao para Agricultura e Alimentos (FAO)
e a Organizagdo Mundial de Saude (OMS). No ambito nacional, o Ministério da
Saude (MS), o Ministério da Agricultura e Abastecimento (MAA) e o Instituto
Brasileiro de Defesa do Consumidor (IDEC) sédo os principais 6rgaos responsaveis
(Cavalli, 2001).

No Brasil, o processo para garantir a seguranga e a qualidade dos
alimentos enfrenta dificuldades, tanto no que se refere ao papel do governo, das
unidades de produgao agropecuaria, das industrias e dos distribuidores, quanto no
que compete aos consumidores. A parcela da populagdo que exerce e exige o
controle de qualidade dos alimentos ainda € pequena. Aqui, a fome e a miséria

coexistem com baixos padrdes de qualidade sanitaria (Cavalli, 2001).

O problema da falta de informacgao da populagédo, com relagdo a seguranca
dos alimentos, tem sido percebido e relatado. Uma pesquisa elaborada por
Rodrigues & Salay (2001), com 152 consumidoras, mostrou que a procedéncia do
ovo, a cor da casca e o tamanho do produto, foram os aspectos sobre os quais
mais de 50% das mulheres entrevistadas apresentaram conhecimentos
equivocados. A refrigeragdo, que € um item importantissimo para a qualidade
sanitaria desse alimento, nao foi avaliada corretamente por cerca da metade das
consumidoras. Outro estudo, que avaliou os niveis de conhecimento e percepgao
de riscos de doencgas de origem alimentar, em Vigosa, Minas Gerais, demonstrou
que, entre universitarios, as preocupagdes com agrotoxicos e com perigos de
natureza bioldgica foram preponderantes, mas evidenciou fortes discrepancias
entre conhecimentos a respeito de questdes de higiene de alimentos e a
percepcao de riscos relacionados a contaminagao dos alimentos (Azeredo et al.,
2003).



2.2. — As Doencgas de Origem Alimentar

Por definicdo, doengas de origem alimentar s&o patologias — usualmente
infecciosas ou toxicas, por natureza — causadas por agentes veiculados por
alimentos. O risco atinge as pessoas de forma irrestrita, ja que se associa ao ato
de ingestdo alimentar. Essas doencgas, por sua distribuicdo universal e por
constituirem um problema em ascensao, preocupam autoridades tanto em paises
desenvolvidos quanto em desenvolvimento (World Health Organization - WHO,
2002).

As doengas de origem alimentar decorrem da ingestdo de alimentos
contaminados por agentes fisicos, bioldégicos e quimicos. A causa mais comum
dessas doengas € a contaminagao microbiana, sendo, na maioria das vezes, as
bactérias as grandes responsaveis. A contaminagdo ocorre tanto pela falta de
conhecimento e por negligéncia do manipulador de alimentos quanto pela
inadequacgao do espaco de trabalho e dos locais de armazenamento e, ainda, por
deficiéncias na limpeza de equipamentos e na higiene pessoal. A consequéncia
disso € a ocorréncia de surtos que representam danos, algumas vezes

irreversiveis, aos consumidores (Schlundt, 2002; Hazelwood & Mclean, 1991).

Em paises ocidentais, grandes esforcos tém sido feitos para melhorar a
qualidade e seguranga dos alimentos. Na verdade, a importancia das doengas de
origem alimentar esta em destaque, por suas implica¢gées na saude individual e no
desenvolvimento de grupos sociais. A percepg¢ao da magnitude do problema levou
a Assembléia Mundial de Saude, o foro governante da OMS, a adotar uma
resolugcdo que conclama os paises a reconhecer a seguranga dos alimentos como

uma fungao essencial de saude publica (Schlundt, 2002).

Mundialmente, as doencas de origem alimentar ainda representam uma
das maiores causas de morbidade (Angelillo et al., 2001). Embora a incidéncia
dessas doencgas seja dificil de ser estimada, pode-se ter uma idéia de sua
importancia para a saude das populagcdes ao se verificar que, apenas no ano
2000, registraram-se mais de dois milhbes de mortes por diarréia (World Health
Organization, 2002).

De acordo com dados divulgados pela World Health Organization (2002),

76 milhdes de pessoas sofrem todos os anos, nos Estados Unidos, doencas de



origem alimentar. Desses, 325 mil s&o hospitalizadas e 5 mil morrem.
Extrapolando os dados dos Estados Unidos para o resto do mundo, significaria
que até um terco da populagdo, em paises desenvolvidos, € afetada por doencas
veiculadas por alimentos, a cada ano, o que pode ser ainda mais expressivo em
paises em desenvolvimento (Kaferstein & Abdussalam, 1999, citados por
Schlundt, 2002). Dados fornecidos pelo Centro de Controle e de Prevengao de
Doengas (CDC) sugerem que a contaminagdo da comida e da agua mata quase
dois milhdes de criangas por ano, em paises em desenvolvimento (Ackerman,
2002).

Mesmo em paises como os Estados Unidos, a magnitude das doencgas de
origem alimentar é expressiva. Doyle (2000) estimou que aproximadamente uma
em cada quatro pessoas sofrem esses problemas a cada ano. Os custos dessas
doengas sao, também, alarmantes. Uma estimativa feita naquele pais avaliou em
uma cifra anual entre 6,6 e 37,1 bilhdes de ddélares o total de despesas diretas e
indiretas decorrentes dessas enfermidades, o que corresponde a uma média entre
25 e 150 dolares por pessoa (Schlundt, 2002). Se isso for verdade para o Brasil —
e é muito provavel que nossos valores sejam maiores, ja que essas doengas
atingem com mais freqiéncia e intensidade as populagbes mais pobres e menos
esclarecidas — podemos estimar entre 3,5 e 20 bilhdes de ddlares as despesas

anuais com doengas ocasionadas pela ingestao de alimentos contaminados.

Como a maioria dos casos de doencas de origem alimentar ndo é
notificada, a verdadeira dimensao do problema é desconhecida. A auséncia de
dados confiaveis impede a compreensao de sua importancia para a saude publica
e para o desenvolvimento de solugdes. O problema é tdo amplamente sentido que
os membros da WHO tém sido encorajados formalmente a implementar e manter
mecanismos nacionais e regionais de vigilancia das doencgas de origem alimentar
(WHO, 2000, conforme citagdo de Schlundt, 2002).

Em paises em desenvolvimento, como o Brasil, a situagdo é ainda mais
critica, uma vez que a notificacdo de doencgas transmitidas por alimentos € uma
excecao, comprometendo a avaliagdo de um problema que afeta toda a sua
populagado, porém que assola com mais intensidade a camada dos mais carentes

e mais desprotegidos membros da sociedade (Lucca & Torres, 2002).



A importancia das doengas de origem alimentar costuma ser subestimada
pela maioria das pessoas, mesmo aquelas que tém um certo grau de instrugéo.
Em entrevistas feitas por telefone, nos EUA, a maioria dos entrevistados
descreveu tais enfermidades como sendo “algo de pouca importancia,
caracterizada por um mal-estar gastrintestinal sem febre, que aparece depois de
certo tempo que a pessoa ingere um alimento contaminado”. Para os autores, a
falta de informacé&o pode gerar falhas na identificacdo de doengas ou levar a
falsos diagnosticos. Além disso, se os consumidores ndo atribuem importancia ao
risco pessoal, também n&o procuram modificar seus habitos de manipulacéo e

consumo de alimentos (Fein et al., 1995).

2.3. — A questéo da seguranca dos alimentos em Unidades de Alimentacéao e

Nutricao

Os estabelecimentos que trabalham com producdo e distribuicdo de
alimentagdo para coletividades recebem a denominagcdo de Unidades de
Alimentacado e Nutricdo (UAN), observando-se a tendéncia de englobar tanto os
locais destinados a alimentagdo de coletividades sadias quanto enfermas. Sao
servicos ligados a industrias, escolas, hospitais, creches e estabelecimentos
comerciais, entre outros, que reunem pessoas por um determinado periodo de
tempo que justifique o fornecimento de refeigdes. O termo corresponde ao que se
denomina comumente food service, nos Estados Unidos, e catering, na Europa
(Proenca, 1997).

As mudangas no estilo de vida do consumidor, cada vez mais pressionado
pela exiglidade de tempo, vém levando as pessoas a usar alimentos preparados
fora do ambiente domiciliar. O Food Marketing Institute, dos Estados Unidos,
desenvolveu uma pesquisa com consumidores, verificando, em 1996, que 10%
dos entrevistados compravam alimentagcao pronta. De acordo com a pesquisa, 0s
restaurantes convencionais detinham 25% desse mercado e os fast-food, 48%
(Collins, 1997).

No Brasil, estimativas do final dos anos 1990 referiam-se a cerca de 2 mil
toneladas de alimentos consumidos diariamente no mercado de refeicdes
coletivas e, entdo, um potencial superior a 20 milhdes de refeicdes ao dia

(ABERC, 1995). Atualmente, esse potencial é avaliado em cerca de 40 milhdes de



refeicdes/dia, sendo 23 milhdes para empregados de empresas e 17 milhdes em
escolas, hospitais e outras instituicdes. Esses dados permitem concluir que os
servicos de alimentagdo para coletividades representam um negocio em
expansao, em nosso pais, tendo faturado, em 2003, cerca de dez bilhdes de reais,
excluindo desse total o referente a cestas basicas e ao sistema “vale-
alimentagdo”. Nesse ano, nove milhdes de pessoas, em média, foram atendidas
diariamente por restaurantes de empresas e restaurantes comerciais conveniados
do sistema “vale-refeicdo” (ABERC, 2004).

Essas analises evidenciam a responsabilidade das UAN em relagdo a
seguranca dos alimentos. Com o crescimento desses servigos, os alimentos
ficaram mais expostos a uma série de perigos representados pelas chances de
contaminagao microbiana, associadas a praticas incorretas de manipulacéo e
processamento (Almeida et al, 1995). A importancia das UAN na origem de surtos
de doencas de origem alimentar parece proporcional as substanciais quantidades
de alimentos preparados e servidos nesses locais (Bryan & Bartleson, 1985;
Avens et al.,1978).

A educacdo das pessoas envolvidas no preparo, no processamento € na
distribuicdo dos alimentos constitui linha crucial de defesa na prevengao de
grande parte dessas enfermidades, as quais tanto podem ser causadas pelo
contato direto do manipulador com o alimento quanto pela contaminagao cruzada.
Os fatores mais importantes que contribuem para a ocorréncia dessas doencgas
sao: refrigeracdo inadequada, o preparo do alimento varias horas antes da sua
distribuicdo, o congelamento inadequado, a presenga de manipuladores
portadores assintomaticos de microrganismos patogénicos, o0 reaquecimento
inadequado, a contaminagao cruzada e a limpeza inadequada dos equipamentos

e utensilios envolvidos no preparo (Martinez-Tomé et al., 2000; Bryan, 1988).

A falta de consciéncia dos manipuladores faz com que a maioria dos surtos
ocorra como resultado do manuseio incorreto do alimento, tanto em residéncias
quanto em restaurantes, bufés e lanchonetes. Em pesquisas realizadas nos
Estados Unidos, os restaurantes foram os lugares mais incriminados na origem
dos surtos (Martinez-Tomé et al., 2000; Fein et al., 1995; Todd, 1992). No Reino
Unido, por exemplo, 57% de 444 manipuladores de alimentos que trabalhavam

em 104 pequenas empresas de alimentos ndo sabiam que a intoxicagao alimentar
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podia ser causada por alimentos aparentemente inécuos quando avaliado por
meio dos sentidos (visao, olfato e paladar) e ndo compreendiam aspectos cruciais
de higiene, como limpeza de superficie de trabalho, além de ndo conhecerem
valores de temperatura de cozimento e de estocagem de alimentos, necessarios

para controlar os agentes microbianos (Walker et al., 2002).

Autores como Fessenden-Raden (1987) e Lee (1989), citados por Frewer et
al. (1994), tém enfatizado a importancia da informagcdo na determinacdo da
percepcdo de risco. Nesse aspecto, destaca-se o papel da educagcdo em
segurancga alimentar, pois s6 o individuo consciente da cadeia de contaminagéo,
dos perigos associados e do controle efetivo para a prevencao das enfermidades
associadas aos alimentos € capaz de garantir ou mesmo exigir a qualidade
sanitaria do alimento (Angelillo et al., 2001; Martinez-Tomé et al., 2000; Bryan et
al., 1988). Em quaisquer das etapas de produg¢ao, os manipuladores de alimentos
tém participacdo fundamental na prevencgao, reducédo ou eliminagao dos perigos,
através da adocdo de praticas basicas de higiene pessoal, do ambiente, dos
equipamentos, dos utensilios e dos alimentos (Griffith et al., 1998; Fein et
al.,1995).

No Brasil, estimativas de Silva Jr. et al., de 1990, apontavam unidades de
producdo de alimentos como responsaveis por mais de 50% dos surtos de
toxinfeccdes alimentares de origem bacteriana. Em paises desenvolvidos, como &
o caso da Holanda, Simone et al. (1997) pesquisaram as origens de surtos e
verificaram que mais de 50% do total ocorreram em servigos de alimentagao,
locais onde se registraram, também, aqueles que envolveram os maiores numeros

de pessoas.

Apesar dos problemas freqientemente encontrados em ambientes de
processamento de alimentos, Collins (1997) afirmou que um grande numero de
programas tem sido desenvolvido para a industria de food-service, nos EUA, para
educar manipuladores sobre aspectos relacionados a alimentos e
comportamentos pessoais, em prol da seguranga dos alimentos. O Food
Marketing Institute, por exemplo, tem um Programa de Certificagcdo e Protecao de
Alimentos para pessoal de supermercados, informando sobre requerimentos da
Food and Drug Administration (FDA), relativos a manipulagdo de alimentos e a

higiene. Semelhantemente, a National Restaurant Association tem desenvolvido
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um programa denominado Serve-Safe, desenvolvido para educar trabalhadores
de servigos de alimentag&do sobre a manipulagédo segura dos alimentos. Associada
a estes, a United States Environmental Protection Agency desenvolveu um
programa para melhorar a educagao de consumidores, varejistas, empregados de
servicos de alimentagdo, veterinarios e pessoal de industrias (United States
Departament of Agriculture — USDA, 1997). No Brasil, ressente-se da falta de
programas tao abrangentes e efetivos, especialmente em niveis de comunidades

municipais.

Mesmo em paises que empreendem esforgos de educagdo na area de
higiene, os manipuladores de alimentos ndo estdo plenamente preparados para
suas fungdes. Varios estudos tém demonstrado que o grau de consciéncia ainda
esta longe do desejavel, mais ainda em paises em desenvolvimento. Além disso,
percebe-se que ha discrepancia entre o que se sabe e o0 que realmente se pratica
(Fein et al., 1995; Frewer et al., 1994; Brewer et al., 1994). Um estudo realizado
recentemente em um hospital militar na Turquia demonstrou que praticas de
processamento e distribuicdo de alimentos, nivel de higiene pessoal e precaugdes
com relagdo a contaminacdo cruzada sao insatisfatérios, requerendo
investimentos para sua melhoria (Aygicek et al.,, 2003). Achados semelhantes
foram encontrados em um hospital da cidade de Belém, no Brasil, onde se

constataram péssimas condigdes higiénico-sanitarias (Sousa & Campos, 2003).

No Brasil, o Ministério da Saude é responsavel pela fiscalizagdo dos
alimentos industrializados e tem por atribuicdo o controle de seguranga da
qualidade. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) coordena o
sistema de controle nos servigos de alimentacao - incluindo restaurantes, bares,
lanchonetes, empresas de refeicbes coletivas, panificadoras, lojas de
conveniéncia e mercearias. (Cavalli, 2001). Apesar dos programas de fiscalizagao,
a constatacdo de que a maioria dos surtos de doengas de origem alimentar é
causada por patdgenos veiculados por alimentos preparados em UAN justifica a
preocupagdo com a magnitude e expansado do setor. Os numeros de surtos de
toxinfeccbes alimentares parecem estar correlacionados as magnitude dos podlos
de industrializagdo de um pais, em unidades de alimentagcdo de grande porte,

locais em que centenas ou milhares de quilos de alimentos sdo preparados e
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passam por longos periodos de espera, entre preparo e distribuicdo, nos

refeitdrios das fabricas (Schilling, 1998).

O controle higiénico-sanitario € um desafio constante para proteger os
consumidores e garantir a qualidade dos produtos e servigos (Anklam & Battaglia,
2001). A deteccéo e rapida correcao das falhas no processamento dos alimentos,
bem como a adog¢do de medidas preventivas, sdo as principais estratégias para o
controle de qualidade desses produtos, especialmente em UAN (Almeida et al.,
1995). Com esse objetivo, o sistema conhecido no Brasil como APPCC (Analise
de Perigos e Pontos Criticos de Controle) vem sendo mostrado como de grande
eficiéncia para identificar, avaliar e controlar perigos de diversas naturezas (CEL,
2002; Ropkins & Beck, 2000). E um sistema basicamente preventivo, que busca a
producdo de alimentos in6cuos e tem como base a aplicacdo de principios
técnicos e cientificos na produgdo e manejo dos alimentos, desde o campo até a
mesa do consumidor (Almeida, 1998; Almeida, 1995). A portaria 1428/93,
instituida pelo Ministério da Saude através do Sistema Nacional de Vigilancia
Sanitaria (BRASIL, 1993a) recomenda a adogédo desse sistema para avaliar a
eficacia e efetividade dos processos, meios e instalagbes dos estabelecimentos
produtores de refeicbes. Esse método vem sendo difundido no mundo inteiro e
recomendado pela Organizagdo das Nacgdes Unidas (ONU) aos seus paises

membros (Régo et al., 2001).

Mesmo existindo falhas nas instalagdes fisicas e deficiéncia de
equipamentos — fatos corriqueiros, infelizmente, na grande maioria de nossas
UAN - é possivel obter éxito no controle dos pontos criticos no processo de
producdao de refei¢cdes, utilizando-se o APPCC. Isto é corroborado por varios
autores que confirmam a importancia da aplicacédo do sistema na producgéao de
alimentos, de forma a garantir que o produto final seja seguro para consumo
(Sousa & Campos, 2003; Jeng & Fang, 2003; Campos et al., 2001; Collins, 1997;
Tancredi et al., 2001). A implementagdo do APPCC, entretanto, sé pode ser
plenamente efetivada mediante a adogdo das Boas Praticas de Manipulagéo, as
quais reunem os procedimentos basicos para se atingir padrdes de identidade e

qualidade de produtos e servigos na area de alimentos (Jeng & Fang, 2003).
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2.4. - Bacillus cereus

Entre as intoxicagdes veiculadas por alimentos estdo aquelas causadas por
Bacillus cereus, que € um bastonete mével, Gram-positivo, formador de esporos,
aerobio ou anaerdbio facultativo, microrganismo deteriorador e patogénico,
responsavel por duas formas de intoxicagao alimentar, uma emética e outra
diarréica (Agata et al., 2002; Kotiranta et al., 2000; Granum, 1994). Além de
comumente encontrado no solo, o microrganismo tem sido isolado de diversos
alimentos, entre os quais se incluem carnes, arroz, sopas, pudins, vegetais crus
(Rhodehamel & Harmon, 1995), e também produtos farmacéuticos (Arribas et al.,
1988).

Considerando a importédncia de B.cereus como agente patogénico
alimentar, o conhecimento de suas caracteristicas é relevante para seu controle.
De acordo com dados compilados a partir de diversos autores, B. cereus exibe as

seguintes propriedades:

e crescem em alimentos com atividade de agua (aw) = 0,95, conforme

observagdes de Bryan et al. (1981) e Raevuori & Genigeorgis (1975);

e multiplicam-se entre 5 e 50°C (Johnson et al., 1983), com faixa 6tima
situada entre 28 e 35°C (Gilbert, 1979);

e exibem crescimento na faixa de pH entre 4,35 a 9,3 (Kim & Goepfert,
1971);

e agerminacao de esporos ocorre entre 5 e 50°C e os tempos de geragao
podem variar entre 26 e 57 min, a temperaturas proximas de 30°C,

segundo Johnson et al. (1983);

e a resisténcia térmica dos esporos varia entre estirpes e com o substrato
em que s&o aquecidos: Sarrias et al. (2002) encontraram valores D1gpec
entre 0,4 a 1,1 min e Rajkowsky & Mykolajcik (1987), observaram esses
tempos na faixa de 0,6 a 27 min; Dufrenne et al. (1994) registraram

variagdes de Dgpoc entre 4,6 e 200 min.

Essa bactéria apresenta notavel resisténcia e capacidade para sobreviver a
tratamentos de descontaminagado, o que torna dificil seu controle, especialmente

em ambientes de processamento de alimentos (Peng et al., 2001). E importante
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ressaltar, também, que cepas psicrotroficas de B. cereus tém sido observadas
com frequéncia. Dufrenne et al. (1994) isolaram estirpes capazes de crescer a
temperaturas <7°C e relataram que ndo s&o essencialmente diferentes das que
crescem em temperaturas >10°C, o que representa um problema emergente na

producgao de alimentos seguros.

A contagem de B. cereus em alimentos pode ser feita pelo método de
semeadura direta em placas ou pelo método do numero mais provavel (NMP),
este recomendado quando se esperam contagens abaixo de 10 microrganismos/g
de material. No método de contagem em placas, o meio de cultura mais utilizado é
o Agar Manitol Gema de Ovo Polimixina (MYP), que usa a polimixina B-sulfato
como agente seletivo, enquanto a gema de ovo e o manitol sdo usados como
agentes diferenciais. Colénias de B. cereus sdo manitol-negativas e apresentam-
se usualmente réseas, cor que se torna mais intensa apds incubacéo adicional. A
reacdo de producdo de lecitinase evidencia-se pelo halo denso e opaco de
precipitacdo de lecitina (Rhodehamel & Harmon, 1995). O meio MYP foi avaliado
recentemente por um grupo de laboratorios europeus e seu desempenho
equiparado ao do agar PEMBA, meio que contém, também, polimixina e gema de

ovo, usando, como indicador, o azul de bromotimol (Schulten et al., 2000).

A caracterizagdo de B. cereus e de outros membros do grupo tem sido
conseguida pelo uso de técnicas bioquimicas e moleculares. Como rotina, os
laboratérios continuam adotando a metodologia de identificagdo por meio de
testes morfolégicos e bioquimicos, cuja validade tem sido confirmada em estudos

feitos por laboratérios de referéncia (Schulten et al., 2000).

Um sumario das caracteristicas marcantes desses microrganismos €
apresentado no Quadro 2.1, reunido a partir de dados fornecidos por Rhodehamel
& Harmon (1995) e Claus & Berkeley (1986).
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Quadro 2.1. — Caracteristicas diferenciais de espécies do grupo de

Bacillus cereus

Propriedade B.cereus B.mycoides B.thuringiensis B. anthracis
Reacgdo de Gram +8 + + +
Catalase + + + +
Lecitinase t t + +

Acido a partir de

manitol - - - -
Utilizag&o anerdbia de + + + +
glicose
Motilidade +° _° + _
Hemodlise em sangue + + +
de carneiro -
Crescimento rizéide _ + _ _
Producgao de cristais +
toxicos - - -
Reducéo de nitrato + + * +
Reacao VP + + + +
Decompoggao de + + + d
tirosina -
Resisténcia a lisozima + + + +
Utilizacdo de citrato + + + +

Fonte: Rhodehamel & Harmon (1995); Claus & Berkeley (1986)

@+ 90 a 100% as cepas s&o positivas
®+ 50a90% as cepas sao positivas

° 90 a 100% das cepas sdo negativas
d_ a maioria das cepas sdo negativas

7

A maioria das cepas de B. cereus € capaz de elaborar uma grande
variedade de metabdlitos extracelulares, principalmente durante a fase de
crescimento exponencial, entre os quais toxinas ou fatores de viruléncia
identificados em ensaios de laboratério, associados epidemiologicamente a surtos
de infecgbes ou intoxicagbes alimentares (Turnbull et al., 1979; Kramer & Gilbert,
1989). Dois tipos de intoxicagdo s&o atribuidas a B. cereus: uma diarréica e outra
emética (Agata et al., 2002; Finlay et al., 2002; Granum, 1994; Turnbull et al.,
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1979). A toxina diarréica foi testada pela primeira vez na Noruega (Hauge, 1955) e
a intoxicagao emética foi reconhecida pelo Public Health Laboratory Service, de
Londres, em 1972 (Rivas & Rodricks, 1979).

A toxina diarréica, mais exatamente o complexo enterotéxico, € de natureza
protéica, termolabil e sensivel a extremos de pH e a agdo de enzimas proteoliticas
(Granum & Lund, 1997: Turnbull et al., 1979). A enterotoxina pode ser
pré-formada no alimento, mas existem fortes evidéncias de que a sindrome
decorre, especialmente, da ingestdo de esporos e células, seguida da colonizagao
do ileo e produgao do agente téxico no préprio organismo (Granum, 1997; Singh
et al., 1984).

Ja a toxina emética, ou cereulideo, € um peptideo lipofilico termoestavel,
resistente a mais de 100°C por tempo superior a 90 min, a valores de pH entre 2 e
11 e a exposicao a pepsina e tripsina (Jaaskelainen et al., 2003; Azeredo &
Serrano, 1999). De maneira geral, os sintomas associados a toxina emética sao
leves e de curta duracdo, fato que pode, inclusive, explicar a dificuldade de seu
diagnéstico. Entretanto, Mahler et al. (1997) relataram casos fatais decorrentes de
danos hepaticos causados pelo cereulideo, um dos quais associado ao consumo

de macarrao altamente contaminado com o microrganismo.

As caracteristicas dos dois principais tipos de intoxicagcdes alimentares
causadas por B. cereus estao relacionadas no Quadro 2.2, compilado a partir de
dados de diversos autores (Granum & Lund, 1997; Granum, 1997, 1994; Kramer,
1989).

Com relacdo a dose infectante, o BAM - Bacteriological Analytical Manual
(Rhodehamel & Harmon, 1995) considerou o consumo de alimentos com
contagem =10° B. cereus/g capaz de causar intoxicacdo alimentar. Entretanto, ja
foram observadas cepas de B. cereus capazes de causar intoxicacdo alimentar
com nimeros bem mais baixos, entre 10°-10* UFC/g, fato que suscitou a
preocupagao de produtores de alimentos (Andersson et al., 1995). Anteriormente,
0s niveis de contaminagao considerados de risco eram bem mais altos: em 1976,
a FDA, por meio de seu Bureau of Foods, instituiu a contagem de 10’ UFC/g com

potencialidade para causar toxinfec¢ao alimentar.
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Quadro 2.2. - Caracteristicas das sindromes atribuidas a Bacillus cereus

Caracteristica Sindrome Diarréica Sindrome Emética
Dose infectante 10° - 10" UFC/g 10° — 10® UFC/g
Produgéo de toxina No intestino delgado do Pré-formada nos alimentos
hospedeiro
Tipo de toxina Protéica Cadeia polipeptidica
Periodo de 8-16 horas (ocasionalmente > 0,5-5h
incubacao 24h)
Duracéo da 12-24h (ocasionalmente 6-24h
doencga varios dias)
Si Dor abdominal, diarréia Nausea, vbmito e mal-estar
intomas aquosa e, ocasionalmente,  (pode evoluir para diarréia, por
nausea producao de enterotoxina)
Alimentos mais Carnes, sopas, vegetais,  Arroz cozido ou frito, macarréo
envolvidos pudins, molhos, leite e e massas
derivados

Fonte: Granum & Lund, (1997); Granum, (1997, 1994); Kramer, (1989)

A associagcdo de B. cereus a intoxicagbes alimentares tem sido relatada
desde 1955. Os agentes de doencas de origem alimentar diferem de pais para
pais, de forma que a importancia de cada um se reflete na porcentagem de surtos
ou casos atribuidos a esse agente. O tipo diarréico, por exemplo, tem sido
registrado na Hungria, Finlandia, Bulgaria e Noruega com maior frequéncia que o
tipo emético, este prevalente no Japdo e Reino Unido entre 1950-1985. Entre
1973 e 1985 B. cereus foi considerado responsavel por 17,8% de intoxicacdes
alimentares na Finlandia, 11,5% na Holanda, 0,8% na Escécia, 0,7% na Inglaterra
e Pais de Gales, 2,2% no Canada, 0,7% no Japao e 15% (entre 1960-1968) na
Hungria (dados de Kramer & Gilbert, 1989). Na Noruega, em 1990, B. cereus foi o
microrganismo mais incriminado em surtos de intoxicagdes alimentares. Em
Taiwan foram estudados 74 surtos de doengas de origem alimentar causadas por
bactérias no ano de 1994, dos quais 14,9% foram atribuidos a B. cereus (Aas et
al., 1992, e Pan et al., 1996, apud Kotiranta et al., 2000). De acordo com Simone
et al. (1997), foi o microrganismo responsavel pelo maior numero de incidentes de
etiologia conhecida, na Holanda, entre 1991 e 1994.

Apesar das evidéncias da contaminagdo dos alimentos atribuidos a

B. cereus, os dados relativos a intoxicagdes alimentares por este patégeno no
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Brasil, sdo escassos, porém sua importancia epidemiolégica nao pode ser
subestimada. Um estudo desenvolvido por Salzberg et al. (1982), levou a imediata
suspeita do microrganismo na etiologia de um surto ocorrido em dois restaurantes
institucionais, na cidade de Campinas - SP. Um levantamento publicado por
Passos & Kuaye (1996), referentes aos anos de 1987 a 1993, apresentaram
resultados de investigacdo da Vigilancia Sanitaria Municipal de Campinas,
segundo os quais, de 19 surtos comprovados, B. cereus foi incriminado em 68,4%

dos casos.

Destaca-se ainda, em dados recentes da literatura, a associacido de
B. cereus a uma citotoxina (que vem sendo denominada Cytk) capaz de causar
enterite necrética, similar, porém ndo tdo severa, a causada pela [3-toxina de
Clostridium perfringens tipo C. Essa toxina ja levou a varios casos de intoxicacdes

alimentares, tendo sido a causa responsavel por trés obitos (Lund et al., 2004).

Muitas tentativas foram feitas para identificar e caracterizar cepas de
acordo com o tipo patogénico. O teste de amido foi proposto por Jinbo & Kokubo
(1982), como parte de um esquema simples de biotipagem, de forma que cepas
patogénicas de B. cereus poderiam ser identificadas a partir de sua incapacidade
em hidrolisar amido. Shinagawa etal. (1979) ja haviam verificado que 82
exemplares de B. cereus isolados de surtos eméticos eram todos amilase-
negativos. Posteriormente, Shinagawa et al. (1985) comprovaram que apenas as
cepas eméticas sdo, sistematicamente, negativas ou fracamente amiloliticas,
enquanto cepas diarréicas comumente hidrolisam amido: de 53 isolados amilase-
positivos, 41,5% produziam toxina diarréica. O teste de amido foi recomendado
por Shinagawa (1993), como forma preliminar de selecionar cepas eméticas de
B. cereus. A associacdo de cepas amilase-negativas com producédo de toxina

emética foi confirmada, também, por Nishikawa et al. (1996).

Uma das caracteristicas de B. cereus que se reveste de importancia
primaria, ao se tratar de formas de controle de disseminacéo do patdégeno, refere-
se ao fato de que seus esporos sao particularmente resistentes ao calor, a
desidratacdo e a luz UV (Pirttijarvi et al.,, 2000). Segundo Granum (1994), a
bactéria pode ser transferida para os alimentos a partir de diferentes fontes e ai
sobreviver, em forma de esporos, a tratamentos térmicos que reduzem a

populagao competitiva, o que lhe proporciona condi¢des ideais de multiplicagéo.
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Para Kotiranta et al. (2000) os esporos nao s6 sao importantes para
disseminar o microrganismo como, também, podem favorecer sua adesdo. Sao
esporos muitos aderentes a diferentes superficies, o que leva a grande dificuldade
no seu controle. A aderéncia de B.cereus deve-se a trés caracteristicas:
morfologia, hidrofobicidade e baixa carga de superficie dos seus esporos, 0os quais

séo cobertos com apéndices que promovem a adesdo (Andersson et al, 1995).

2.5. - Contaminacao do ar e de superficies em ambientes de processamento
de alimentos

2.5.1. - Contaminacé&o do ar por microrganismos

A qualidade do ar em unidades de processamento de alimentos pode nao
afetar diretamente a seguranca microbiolégica, ou a manutencdo da qualidade,
em se tratando de alimentos pouco pereciveis. No entanto, alimentos mais
suscetiveis a deterioragdo sdo particularmente sensiveis a contaminacédo por
microrganismos transportados pelo ar (Sveum, 1992). Assim, a avaliagdo do nivel
de contaminagao microbiologica do ar em locais de risco € considerada um passo

basico em direcéo a prevencéo (Pasquarella et al., 2000).

De acordo com a Portaria n® 368, de 4/9/1997 do MAA (BRASIL, 1997), o ar
contaminado deve ser eliminado dos ambientes das areas onde os alimentos sao
processados ou preparados, e deve ser renovado frequentemente, através de

equipamentos de insuflagao e exaustao, devidamente dimensionados.

Além das particulas ndo bioldgicas, provenientes principalmente da
combustdo de cigarro e de combustiveis, que estdo associadas a agravos na
saude, destacam-se o0s bioaerossoéis, que correspondem a material bioldgico
transmitido pelo ar. Os contaminantes biolégicos incluem microrganismos
(bactérias, fungos, virus), acaros, polen, tragas, pélos e fezes de animais. As
bactérias e os fungos sdo os contaminantes mais freqientemente associados a
queixas relativas a qualidade do ar de interiores (Gontijo Filho et al., 2000). Em
areas de processamento de alimentos, sdo fontes reconhecidas de aerossois a
atividade de pessoal, os drenos do piso, os sistemas de ventilacdo, a
comunicacado entre salas distintas, os alimentos derramados, os sistemas de
transporte etc. (Hedrick, et al.,1969; Heldman, 1974; Kang & Frank, 1990, apud,

Salustiano, 2002). Quaisquer superficies onde microrganismos possam aderir ou
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se depositar irdo agir como fontes de contaminagdo para o ar, em condigdes
apropriadas para a formacédo de aerosséis (Heldman, 1967, apud Salustiano,
2002).

Células vegetativas de bactérias costumam estar presentes em menor
numero, no ar, em comparagao com esporos bacterianos e de fungos. Isto ocorre
em virtude de que as células vegetativas ndo sobrevivem por longo periodo em
substratos inertes, enquanto esporos sido altamente resistentes, mesmo sob

condigdes adversas (Kang & Frank, 1989, apud Salustiano, 2002).

De acordo com Sveum et al. (1992), a determinagdo da qualidade
microbiolégica do ar pode ser realizada por uma variedade de métodos, incluindo
sedimentagdo em placas, impressdo em superficie de agar, filtragao,
centrifugacéo, precipitagédo eletrostatica, colisdo em liquido e precipitagdo térmica.

Os métodos mais comuns sdo a sedimentagao e a impressdo em agar.

Os amostradores de ar por sucg¢ao constituem um equipamento baseado no
meétodo de impressdo em agar. Sdo denominados ‘amostradores de placas’ (sieve
samplers) e imprimem um volume de ar conhecido sobre a superficie de agar em
placa de Petri (Kang & Frank, 1989, apud Salustiano, 2002). Seu principio de

funcionamento esta esquematizado na Figura 2.1.

® entradadear #

motor I

- LT ZT Yy
XN
= '1 saida de ar

sensor

Figura 2.1: Principio de funcionamento do amostrador de ar.

O equipamento MAS -100, Air Sampler-Merck, com um fluxo constante de
100 litros de ar por minuto, € um amostrador capaz de coletar e recuperar

particulas viaveis acima de 1 um (MERCK, 2001). Baseado no amostrador de ar
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de Andersen (1958), coleta e imprime o ar na superficie de uma placa de Petri
contendo meio de cultura, logo apos atravessar uma placa de metal com 400
poros, igualmente distribuidos, a velocidade de 0,45 metros por segundo
(aspiragdao horizontal). O equipamento tem seu design e funcionamento
planejados para compensar fatores como influéncia do fluxo de ar, volume de agar
e dimensdo da placa, fornecendo resultados precisos e sendo considerado
oficialmente como método Classe B, ou seja, € um método testado, confiavel,
podendo ser usado com sucesso em situagdes de pesquisa (Salustiano, 2002).De
acordo com Pasquarella et al. (2000), muitos amostradores de ar existentes no
mercado apresentam limitagdes: sado caros, pesados, ruidosos e dificeis de
higienizar. Eles devem ser continuamente calibrados, caso contrario o volume de
ar processado ndo corresponde as expectativas, além da desvantagem em
relagdo do tamanho da amostra de ar coletada, que pode nao ser suficiente para

caracterizar a contaminagdo do ambiente.

Com relacdo as recomendagbes para a qualidade microbiolégica do ar,
alguns padrbes tém sido sugeridos. Sveum et al. (1992) sugeriram as
recomendagdes da NASA (National Aeronautics and Space Administration),
adotadas pela APHA (American Public Health Association), em que s&o definidas
trés classes de limpeza (100, 10.000 e 100.000), com niveis de exigéncia
diferentes, de acordo com ambas as técnicas, de sedimentacdo e por
amostradores de sucgédo de ar (Quadro 2.3). Aclasse 100 é a mais rigida,
utilizada para produgao de microchips, sendo a classe 100.000 utilizada pela

industria de alimentos, segundo Salustiano (2002).

Quadro 2.3. - Recomendacdo da NASA (National Aeronautics and Space
Administration) para o controle higiénico de ambientes

Classes de Limpeza do Sistema Métrico Internacional

Teste
100 10.000 100.000
N© maximo de
particulas viaveis por 3,5 17,6 88,.4
m? de ar
N© médio de
particulas viaveis por 1,3 6,5 32,0

cm? por semana

Fonte: Sveum et al. (1992)
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A Unidao Européia estabeleceu, em seu Guia para Manufatura de Produtos
Estéreis, na area de medicina, niveis de exigéncias de qualidade higiénica. Esses

limites estédo dispostos no Quadro 2.4, compilado por Pasquarella et al. (2000).

Quadro 2.4. — Limites para contagem microbiolégica no ar, de acordo com
Unido Européia *

Classe UFC/m? UFC/placa”
A <1 <1
B 10 5
C 100 50
D 200 100

* Fonte: Pasquarella et al. (2000)
** Placas de Petri com diametro de 90 mm, expostas por 4 h

Como as relagbes entre dose x exposicdo por biocontaminantes de
interiores sdao usualmente pouco conhecidas, estudos integrados, incluindo
pesquisadores de area basica, clinicos e epidemiologistas, sdo necessarios para:
a) auxiliar no diagndstico de doengas; b) estabelecer limites de exposigao para os
usuarios; c) definir qualidade aceitavel para o ar de interiores; d) estabelecer
protocolos e estratégias para o monitoramento do ambiente de interiores; e)
avaliar a aplicabilidade e relacdo de custo/efetividade das medidas, nas diversas
regides do Brasil (Gontijo Filho et al., 2000). Tais consideragbes aplicam-se a
microrganismos, para que seus niveis de incidéncia, no ar, sejam estabelecidos
como limites seguros, em fungdo da natureza de cada patégeno e do ambiente

em questao.

2.5.2. - Contaminacdo de superficies de preparo de alimentos

Em muitas atividades humanas, os microrganismos presentes no ambiente
representam um importante fator de risco (Pasquarella et al., 2000). O ambiente
em Unidades de Alimentagdo e Nutricdo € constituido de superficies de
equipamentos, bancadas, utensilios, pisos, paredes etc., os quais podem
representar fontes de contaminag&o, levando a contaminagdo de matérias primas
e de produtos, fato que se intensifica em funcdo de condigdes higiénicas desse

ambiente e do tempo de exposigao (Sveum et al., 1992).
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Relacionados a industria de laticinios, por exemplo, muitos trabalhos tém
sido desenvolvidos, para identificar fontes de microrganismos. A contaminagao de
superficies e a microflora proveniente do ar sdo consideradas as principais fontes
de agentes patdgenos e deterioradores, nesses locais (Kumar & Anand, 1998).
Trabalhos semelhantes, em cozinhas de restaurantes e instituicdes, sédo raros. Se
a contaminacgao de superficies por microrganismos patogénicos e deterioradores é
causa de preocupacao na industria de alimentos, a mesma preocupacido se
estende as UAN.

As propriedades de superficies de materiais que entram em contato com
alimentos tém sido levadas em consideragéo por autoridades regulatérias, ao
determinarem especificagdes de topografia. Nos Estados Unidos, por exemplo, ha
padrées exigentes de acabamento para superficies que determinam sua condigéo
livre de ranhuras e fendas (Jullien et al., 2002). No Brasil, a Portaria n®> 368, de
4/9/1997 do MAA (BRASIL, 1997) prevé que essas superficies deverao ser lisas e
isentas de imperfeicées (fendas, amassaduras etc) que possam comprometer a
higiene dos alimentos ou sejam fontes de contaminagao. Os argumentos decisivos
na escolha do material para os equipamentos da linha de processamento sao as
condicdes higiénicas (baixa capacidade de acumular sujeira ou alta facilidade de
limpeza), juntamente com suas propriedades anticorrosivas e mecénicas, segundo
Holah & Thorpe (1990), apud Jullien et al. (2002).

Entre os materiais frequentemente utilizados em unidades de alimentagao e
nutricdo, o aco inoxidavel vem sendo preferencialmente escolhido para superficies
de trabalho ou pias, ha muitos anos, por ser resistente a corrosdo, duradouro, de
facil fabricagdo e altamente higiénico. Ainda que materiais como policarbonato,
resina mineral e alguns agos esmaltados, quando novos, sejam de limpeza tao
facil quanto o aco inoxidavel, este tende a conservar essas caracteristicas por
muito mais tempo, devido a sua resisténcia a abrasdo e ao impacto (Stevens &
Holah, 1993; Holah & Thorpe, 1990, apud Kusumaningrum et al., 2003).

B. cereus desempenha um papel destacado entre os contaminantes de
superficies, ja que possui esporos e células com grande habilidade de aderir a ago
inoxidavel e outros materiais. A presenca de estruturas celulares de B. cereus,
como flagelos, pili e polissacarideos extracelulares, contribuem para a adeséo do

microrganismos a superficies diversas, inclusive ago inoxidavel (Peng et al.,
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2001). A multiplicagao das células aderidas pode, subsequentemente, levar a
formacao de biofilmes, os quais sdo excepcionalmente resistentes aos produtos
de higienizagdo, representando um grave problema para unidades de

processamento de alimentos (Kumar e Anand, 1998).

Os microrganismos sao atraidos para superficies soélidas que contém
particulas de nutrientes, essenciais a sua viabilidade e ao seu crescimento.
Inicialmente, microrganismos em forma de células viaveis ou de esporos se
depositam nas superficies ricas em nutrientes de equipamentos, bancadas e
utensilios, onde ficam aderidas. As células (e os esporos, apds passarem pelo
processo de germinacdo) comegcam a se multiplicar e formar colbnias
suficientemente grandes para englobar materiais organicos e inorgénicos,
formando o filme microbiano (Kumar & Anand, 1998). O termo ‘biofilme’ pode ser
descrito como uma matriz biologicamente ativa, formada por células microbianas e
substancias extracelulares, em associagcdo com uma superficie sélida (Bakke et
al., 1984, citados por Kumar & Anand, 1998). Outros autores definem o biofilme
como um ‘“consorcio funcional de microrganismos aderidos a uma superficie,
embebido em substancias poliméricas extracelulares, produzidas pelos proprios

microrganismos” (Costerton et al. 1987, apud Kumar & Anand, 1998).

Algumas consideracbes relacionadas aos biofilmes s&o extremamente
relevantes, sob a o6tica deste trabalho: formados em superficies de ambientes
onde se preparam alimentos, favorecem a contaminacao cruzada e a deterioragao
de alimentos prontos, levando a problemas de higiene e a perdas econdémicas
(Kumar & Anand, 1998).

O controle dos biofilmes é mais eficaz quando preventivo, evitando o
acumulo de particulas e, consequentemente, inibindo o crescimento bacteriano
nas superficies. Outros importantes fatores de prevencao sao o desenho higiénico
de equipamentos e a natureza dos materiais utilizados nos acabamentos de
superficies, os quais devem proporcionar condicdes para dificultar a aderéncia e
facilitar a limpeza. O layout correto € mais um item em prol da prevencgao, por
proporcionar fluxos de atividades que contribuem para a reducao das chances de
contaminagdo cruzada dos alimentos e do proprio ambiente (Kumar & Anand,
1998). Aeliminagcdo dos biofilmes, por sua vez, requer procedimentos de

higienizacdo que incluem a remocgao fisica dos residuos e a aplicagdao de
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sanitizantes quimicos (Kumar & Anand, 1998). Vale mencionar que os biofilmes
manifestam acentuada resisténcia a acdo de agentes antimicrobianos, incluindo
sanitizantes de uso comum em cozinhas, como compostos clorados e
quaternarios de aménia, podendo degradar esses agentes por meio de enzimas
produzidas pelos microrganismos constituintes do filme (Peng et al., 2002; Kumar
& Anand, 1998).
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3. MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido em cinco Unidades de Alimentagdo e Nutricao,
sendo uma unidade institucional (aqui denominada ‘restaurante 1’) e quatro
unidades comerciais (denominadas restaurantes 2, 3, 4 e 5), tomadas
aleatoriamente na cidade de Vigosa, Minas Gerais.

As atividades de identificacdo e quantificagdo do microrganismo foram
realizadas no Laboratério de Higiene de Alimentos do Departamento de Nutricado e

Saude, na Universidade Federal de Vigosa, MG.

3.1. - Coletas das amostras
3.1.1. - Pontos do ambiente onde foram feitas as coletas

No Quadro 3.1 estao relacionados os restaurantes e os respectivos pontos
do ambiente onde ocorreram as coletas. As diferencas entre os restaurantes —
com relagéo a fluxo e organizagédo de trabalho, dimensdes e, mesmo, atividades
desenvolvidas, determinaram a escolha dos pontos ambientais onde se fizeram as
coletas, procurando obter abrangéncia que garantisse a representatividade das
areas de cada unidade em estudo. No caso do restaurante 5, as dimensdes
reduzidas do ambiente e o pequeno numero de bancadas levaram a reducédo do

numero de pontos para quatro.

A definicdo dos pontos foi feita com base na atividade predominante do
local, ainda que, frequentemente, duas ou mais tarefas distintas fossem

executadas em areas comuns.
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Quadro 3.1. — Definicao dos locais (pontos do ambiente)

tomadas as amostras, em cada restaurante

onde foram

Podntos Restaurantes
0
ambiente 1 2 3 4 5
A Pré-preparo  Pré-preparo  Pré-preparo  Pré-preparo  Pré-preparo
de vegetais de vegetais de vegetais de vegetais de vegetais
B Lanches Massas Massas Massas Lanches e
apoio
C Coccao Coccao Coccao Coccao e Coccéo e
lavagem de  lavagem de
vasilhames vasilhames
D Lavagemde Lavagemde Lavagemde Preparo de Distribuicédo
vasilhames vasilhames vasilhames bebidas
E Distribuicao Carnes e Distribuicao Apoio e
distribuicao distribuicao

3.1.2. - Frequéncia das coletas

Foram feitas trés coletas em cada unidade selecionada, distribuidas
durante o periodo compreendido entre agosto e setembro de 2003. A cada coleta,
todos os pontos ambientais eram submetidos a avaliagdo da contaminagao do ar
e das superficies de trabalho. Assim, foram realizadas 144 amostragens, sendo
72 no ar e outras 72 em superficies de bancadas, relativas as trés repeticdes de

coletas feitas nos cinco restaurantes, em quatro ou cinco pontos ambientais.

3.2. - Avaliacéo da presenca de Bacillus cereus em Unidades de Alimentacéo
e Nutricao

3.2.1. - Avaliacao da presenca de Bacillus cereus no ar

As analises das amostras de ar foram feitas por método de impressao em
agar (Sveum et al., 1992), usando equipamento que dirige o fluxo de ar aspirado a
uma placa de Petri de 90 mm de didmetro, contendo 20 mL do meio de agar MYP,

seletivo para B. cereus.

O equipamento em questéo foi o “Microbiological Air Sampler” (MAS-100)
da Merck, de um estagio, escolhido devido a praticidade e conveniéncia de uso
desse amostrador portatil. A cada ponto analisado, o volume de ar coletado foi de

500 L, definido por testes preliminares em fungdo do grau de dificuldade na
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recuperagdo do microrganismo, a partir do ar. A cada coleta, o processo de

aspiracgao era feito em duplicata, em cada ponto selecionado.

Antes das coletas, a tampa do amostrador era esterilizada em autoclave
(121°C/15 minutos) e sanitizada com alcool etilico a 70%, nos intervalos entre
amostragens. Apés cada ciclo de aspiracéo, a placa em questao era removida do

amostrador, tampada e incubada a 32°C, por 24 h.

3.2.2. - Avaliacdo da presenca de Bacillus cereus em superficies de
bancadas

As superficies de bancadas e equipamentos foram examinadas por meio da
técnica do swab, adotando procedimento proposto pela APHA (American Public
Health Association), descrito por Sveum et al. (1992), para remocgdo dos
microrganismos das bancadas (cinco pontos ambientais nos restaurantes 1, 2, 3 e

4; quatro pontos no restaurante 5).

Previamente, os swabs foram esterilizados a 121°C/15 minutos, inseridos
em frascos de vidro dotados de tampas rosqueaveis. Para o procedimento de
coleta, cinco swabs eram mergulhados em tubos contendo 10 mL de solugao
estéril de peptona a 0,1%, adicionada de Tween-80 na proporgdo de 1% (v/v).
Entdo, cada swab era friccionado na superficie da bancada a um angulo de 30°,
percorrendo uma area de 50 cm? em cada bancada, por trés vezes consecutivas,
mudando a direcdo ao final de cada passagem. A operacdo se repetiu com os
cinco swabs, em diferentes areas da mesma bancada, totalizando uma coleta em
250 cm?. A seguir, cada swab foi devolvido ao tubo com solugdo peptonada,
sendo a parte manuseada quebrada e descartada. As coletas foram realizadas
durante as operagdes de processamento dos produtos, tomando-se a precaugao

de nao interferir nos procedimentos habituais dos funcionarios.

O material coletado foi levado ao laboratério, dentro de um recipiente
isotérmico resfriado com gelo, para os procedimentos de isolamento e contagem

de UFC (Unidades Formadoras de Colbnias) tipicas, em meio de agar MYP.

3.3. - Isolamento de exemplares presuntivos de Bacillus cereus

Aliquotas de 0,1 mL das diluicdes (10° e 10") eram semeadas em

duplicatas de placas de Petri contendo agar vermelho de fenol - gema de ovo -
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manitol - Polimixina B, conhecido como agar MYP ou meio de Mossel, seletivo
para B. cereus, para contagem e isolamento de exemplares presuntivos do
microrganismo, seguindo metodologia descrita por Rhoedehamel & Harmon
(1995), aprovada pela Food and Drug Administration (FDA). As placas eram,
entdo, incubadas a 32°C por 18 a 24 h para a contagem de coldnias tipicas de

B. cereus.

Eram consideradas como presumiveis UFC de B. cereus as col6nias que
tornavam o meio rosado, circundadas por um halo denso e opaco de precipitacao
de lecitina (bactérias pertencentes ao grupo de B. cereus sao, em geral,

manitol-negativas e produzem forte reagao de lecitinase).

Em placas com trés ou mais colbnias caracteristicas, pelo menos duas
delas eram submetidas aos testes de confirmacdo e identificacdo. Quando o
numero de colbnias foi inferior a trés, procurava-se isolar todas as colbnias.
As colbnias eram repicadas para tubos de cultura contendo agar nutriente

inclinado, incubados por 24 h a 32°C e, entao, estocados a 4°C.

3.4. - Confirmacdo, diferenciacdo em espécies e expressdo da contaminacao
ambiental por Bacillus cereus

A confirmacéo dos isolados como membros do grupo de B. cereus e a sua
diferenciagdo em espécies foi feita de acordo com a metodologia aprovada pela
FDA, descrita por Azeredo (1998). As culturas estocadas sob refrigeragcao eram,
inicialmente, ativadas por cultivo em forma de estrias feitas em meio de agar

nutriente, em tubos inclinados, incubados a 32°C por 18 a 24 horas.

Amostras de cada cultura eram, entdo, submetidas a coloragdo de Gram
para observacdao de caracteristicas morfolégicas, ao microscopio e, também,
preparadas suspensodes individuais, em solu¢cdo peptonada, para os testes de
confirmacado e diferenciagdo de espécies. Cada suspensao era preparada

tomando-se uma algada de 3 mm que era suspensa em 0,7 mL do diluente.

Bastonetes longos, Gram-positivos, dispostos em cadeias e apresentando
esporos que nao distendem o esporangio, foram submetidos a confirmagdo com

base nas respostas as seguintes provas, todas desenvolvidas em duplicatas:
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e Teste de decomposicado da tirosina: algadas de 3 mm de cada cultura em
teste foram estriadas nas rampas de tubos contendo agar tirosina inclinado. Apés
incubagdo a 35°C por 48 h (prolongados por até sete dias), observou-se o
desenvolvimento de uma zona transparente de decomposig¢ao e dissolugao dos
cristais de tirosina, na regido abaixo da rampa (teste positivo), ou ndo formagao
dessa zona, mantendo o meio opaco inalterado (teste negativo). Cepas de
B. cereus decompdem a tirosina, formando um halo transparente sob a cultura,

normalmente apos 48 h.

e Teste de utilizacdo de glicose em anaerobiose: algadas de 2 mm de cada
cultura foram inoculadas em tubos contendo 3 mL de caldo glicose-vermelho de
fenol, os quais eram incubados sob anaerobiose a 35°C por 24h. Apds esse
tempo, o crescimento dos microrganismos foi evidenciado pela turbidez do meio.
A ocorréncia de viragem acida do indicador, alterando a cor do meio vermelho
para amarelo, indicava resultado positivo. A manutencdo da cor vermelha foi
interpretada como incapacidade de o microrganismo produzir acido, a partir de
glicose, sob condi¢cbes anaerdbias (teste negativo). As cepas de B. cereus utilizam

glicose e produzem acido, sob tais condigdes.

e Teste Voges-Proskauer (VP), modificado para B. cereus: algadas de 3 mm
de cada cultura foram inoculadas em tubos contendo 5 mL de meio esterilizado,
que foram incubados a 35°C por 48h. Para testar a produgdo de acetilmetil-
carbinol, 1,0 mL de cada tubo era pipetado para um tubo extra e adicionado de 0,6
mL de solugao de a-naftol a 5% e 0,2% de solugao de KOH 40% e agitados antes
da adicdo de uma pitada de cristais de creatina, na ordem indicada.
Periodicamente, por até 1 hora, foi observado o desenvolvimento de cor résea ou
arroxeada no meio da cultura (teste positivo) ou cor amarela (teste negativo).

Cepas de B. cereus sao VP positivas.

e Teste de nitrato: algadas de 3 mm de cada cultura em teste foram inoculadas
em tubos contendo 5 mL de caldo nitrato. Apds incubagdo a 35°C por 24h,
adicionou-se 0,25 ml de cada solugéo reagente, sendo uma preparada com acido
acético 5N (125 mL) e acido sufanilico (1 g) e a outra preparada com com acido

acético 5N (200 mL) e a- naftol (0,5%). A reducéo de nitrato a nitrito é evidenciada
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pela cor do meio, que se torna vermelho, caracteristica comum a cepas de

B. cereus.

Todas as amostras que apresentaram as caracteristicas basicas reveladas
por esses testes, foram consideradas como pertencentes ao grupo de B. cereus e
submetidas aos testes de diferenciacdo, para definicdo de espécies, sempre

submetendo os isolados aos testes em duplicatas:

e Teste de motilidade: para esse teste o indculo foi feito em forma de picada no
centro de tubos contendo o meio de motilidade, semi-sélido, com, apenas 0,3%
de agar, conforme proposto na metodologia adotada. Diferente de B. mycoides e
de B. anthracis, exemplares tipicos de B. cereus apresentam motilidade,

crescendo difusamente ao longo da linha do inéculo em profundidade.

e Teste de crescimento rizoide: para este teste foram usadas placas contendo
agar nutriente, tendo-se o cuidado de trabalhar com a superficie do meio
especialmente seca. No centro de cada placa se inoculou, com leve toque da
alca de platina, a suspenséao referente a cada isolado a ser identificado. Apds
incubacao a 30°C por 48 a 72 h, as coldnias formadas foram examinadas para
observagdo morfologica. Estruturas semelhantes a raizes, que se estendem a
partir do ponto de inoculagéo até varios centimetros em diregdo as bordas da
placa, caracterizam o crescimento rizéide, tipico de B. mycoides, que o diferencia

de B. cereus.

e Coloracdo de cristais paraesporais: os isolados foram cultivados em agar

nutriente durante quatro a cinco dias, a temperatura ambiente, para permitir a
formagdo de esporos e a lise dos esporangios. Apos esse tempo, foram
preparados esfregagos devidamente corados que, levados ao microscopio,
usando aumento de 2000 vezes, permitiram detectar eventual presenca de
cristais paraesporais bipiramidais - forma como se apresentam proteinas toxicas
de B. thuringiensis (BRASIL, 1993b).

e Teste de atividade hemolitica: este teste foi planejado para diferenciar
B. anthracis, caso algum dos isolados tido como membro do grupo, sendo
imovel, ndo apresentasse caracteristica de crescimento rizéide e nao tivesse

capacidade de decompor tirosina.
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Uma vez identificados, os microrganismos caracterizados como B. cereus
tiveram suas contagens expressas como UFC por unidade de area ou por volume

de ar amostrado.

3.5. - Teste de hidrélise de amido (para identificar cepas possivelmente
emeéticas)

Exemplares dos microrganismos foram cultivados em placas de Petri com
agar nutriente contendo 1% de amido soluvel e incubados a 30°C por 24 h. Apés
esse tempo, as colbnias foram cobertas com solugdo de lugol para observar a
formagdo de zona de transparéncia sob e ao redor das colénias, indicativa de
hidrolise do amido (o iodo colore de azul arroxeado escuro as cadeias de amido
que se mantém integras, ndo atacadas por amilases). Os resultados foram
comparados com uma cepa emética classica, a NCTC 11143, que se caracteriza
por capacidade limitada de hidrolisar as cadeias de amido. Segundo Shinagawa
(1990), o teste € considerado negativo para cepas fracamente amiloliticas, com

halo pouco definido, restrito aos limites da colénia.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. — Avaliacdo da presenca de Bacilluscereus em Unidades de
Alimentacé&o e Nutrigao

Ao todo, 252 colbnias tipicas em agar MYP foram seletivamente
submetidas a isolamento, obtidas do ar e de bancadas, nos diversos
estabelecimentos. Preliminarmente, os microrganismos isolados foram submetidos
a coloracdo de Gram, para visualizacdo ao microscopio. Apenas dois isolados
Gram negativo foram encontrados. Trés isolados apresentavam morfologia
atipica: um exemplar Gram positivo e ambos os isolados Gram negativo nao
foram reconhecidos como exemplares tipicos do grupo de B. cereus, por

apresentarem formas e, ou dimensdes n&o caracteristicas (Quadro 4.1).

Quadro 4.1. — Coloracdo de Gram e observacdo da morfologia, ao
microscopio, de 252 microrganismos isolados de coldnias
tipicas em agar MYP, obtidos a partir do ar e de superficies
de bancadas em cinco restaurantes na cidade de Vigosa,

MG.
Resultados positivos
Testes
N° %
Coloracao de Gram 250 99,2
Morfologia tipica 249 98,8

O Quadro 4.2 oferece uma visdo geral de como se comportaram, com
relagéo aos testes de identificagao (confirmacéao e diferenciagcdo em espécies), as

249 amostras de microrganismos reconhecidos como possiveis membros do



grupo de B. cereus, sendo 124 microrganismos provenientes de amostras de ar e

125 de superficies de bancadas.

Quadro 4.2. - Testes de identificacdo a que foram submetidos 249
microrganismos isolados de colénias tipicas em agar MYP,
obtidos a partir do ar e de superficies de bancadas em cinco
restaurantes na cidade de Vigosa, MG.

Resultados positivos

Testes
B %
Decomposigao de tirosina 245 98,4
Utilizacao de glicose em anaerobiose 247 99,2
Voges-Proskauer, modificado para Bacillus cereus 242 97,2
Reducao de nitrato 242 97,2
Motilidade 222 89,2
Crescimento rizéide 16 6,4

Producgao de cristais paraesporais 7 2,8

Enquanto neste trabalho a redugédo de nitrato a nitrito foi observada em
97,2% das amostras obtidas nos restaurantes avaliados, os resultados
encontrados por Shinagawa (1990) e Jinbo & Kokubo (1982) revelaram numeros
bem maiores de cepas negativas, 15% e 11,4%, respectivamente. Dados
apresentados por Pirttijarrvi et al. (2000) relataram a grande ocorréncia de cepas
atipicas de B. cereus em industria de processamentos de trigo, com 77% de
resultados negativos para redugao de nitrato, entre 96 isolados. Entretanto, o teste
positivo € preconizado pelo sistema [SO (International Organization for
Standardization), segundo esses mesmos autores, para identificar B. cereus.
Quanto aos demais testes, os resultados sdo compativeis com diversos estudos
desenvolvidos a partir de microrganismos isolados de alimentos (Cardoso, 2000;
Azeredo, 1998; Shinagawa, 1990).

Todas as cepas que nao apresentaram caracteristica de motilidade nem
exibiram crescimento rizoide em placas de agar nutriente eram capazes de
hidrolisar tirosina, o que descartou a necessidade de pesquisar possiveis cepas

nao-hemoliticas de B. anthracis.

O desenvolvimento desses testes permitiu identificar a grande maioria dos

isolados como espécies relacionadas ao grupo de B.cereus, que inclui
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B. thuringiensis e B. mycoides. Apesar de pertencerem a espécies ainda
consideradas distintas, relata-se grande semelhanga nas sequéncias de DNA
entre B. anthracis, B. cereus, B. mycoides e B. thuringiensis. Os dois ultimos
microrganismos podem causar, a semelhangca de B. cereus, deterioracdo e
intoxicagcbes alimentares (estas em episédios raros), condicdo acentuada pela
capacidade de sobrevivéncia a tratamento térmico de fervura, comum ao género
(Manzano et al.,, 2003). No caso particular de B. thuringiensis, existem fortes
evidéncias de sua associacdo com a producdo de enterotoxinas, o que leva a
suspeitar de que a presenga dessa bactéria em alimentos pode representar um
perigo potencial ainda pouco avaliado (Hansen & Hendriksen, 2001; Rivera et al.,
2000; Prub et al., 1999).

Com base na metodologia de Rhodehamel e Harmon (1995), foram
consideradas pertencentes a espécie de B. cereus todas as amostras (geralmente
moveis) que apresentaram respostas positivas aos seguintes testes:
decomposicdo de tirosina, utilizagdo anaerdbia de glicose, reacdo de Voges-
Prokauer e reducdo de nitrato. As cepas com as mesmas caracteristicas, porém
cujos cultivos de esporos exibiam formacgdes coloridas de cristais bipiramidais,
quando observadas ao microscopio, foram identificadas como exemplares de
B. thuringiensis. Da mesma forma, amostras com reagdes tipicas da espécie,
porém imdveis e apresentando crescimento rizoide em placas contendo agar

nutriente, eram consideradas B. mycoides.

A Figura 4.1 reproduz os resultados do processo geral de identificagao. Dos
249 isolados submetidos as provas, 237 foram classificados em trés espécies
distintas e 12 isolados ndo apresentaram o conjunto de reag¢des caracteristicas
esperadas, podendo, entretanto, representar estirpes atipicas de membros do
grupo. Entretanto, muitos dos microrganismos assim considerados por nido serem
tidos como VP-positivo, podem enquadrar o grupo de “falsos-negativos” previstos
em estudo realizado na Europa, segundo relato de Schulten et al., 2000. Como se
esperava, B. cereus foi a espécie predominante, com 214 resultados positivos.
Dezesseis isolados foram identificados como espécies de B. mycoides e sete

isolados foram caracterizados como B. thuringiensis.
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Figura 4.1. - Diferenciacdo de espécies isoladas de amostras de ar e de
superficies de bancadas em cinco restaurantes na cidade de
Vigosa, MG

A presenca de B. cereus foi detectada em todos os restaurantes, em 89
(61,80%) das 144 amostras de ar e bancadas, obtidas em todo o decorrer do
experimento. S&o0 escassos o0s dados de pesquisas semelhantes, relatando
porcentagens de ambientes contaminados por B. cereus. O trabalho descrito por
Mosso et al. (1996) relatou a deteccdo do microrganismo em 24% de 307
amostras coletadas em ambientes de doze servigos de alimentagcdo, na ltalia.
Evans et al. (2004) encontraram niveis baixos de contaminag¢do por B. cereus em
nove entre quinze plantas de processamento de alimentos. De forma geral,
entretanto, sao poucos os trabalhos dedicados a avaliar o ambiente como fonte de
contaminagao, especialmente em se tratando de B.cereus. A detecgdo do
microrganismo na frequéncia encontrada vem confirmar a hipotese de sua
importancia como fonte potencial de contaminagdo nos ambientes em que o
estudo foi realizado, especialmente viabilizando a contaminagcdo cruzada dos

alimentos.
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4.1.1. — Avaliagcdo da presenca de Bacillus cereus no ar, em Unidades de

Alimentacé&o e Nutrigdo
Os resultados de identificagdo dos microrganismos provenientes do ar

estdo dispostos no Quadro 4.3.

Quadro 4.3. — Identificacdo de 124 cepas tipicas em meio de agar MYP,
obtidas de amostras de ar em cinco restaurantes na cidade de

Vigosa, MG
Bacillus Bacilllus Bgcil'lus . outros
Local izgtlzldgi cereus  mycoides thuringiensis

N2 % N2 % N2 % N2 %
Restaurante 1 13 11 84,6 2 15,4 0 0,0 0 0,0
Restaurante 2 17 16 94 1 0 0,0 1 59 0 0,0
Restaurante 3 35 30 85,7 4 11,4 0 0,0 1 29
Restaurante 4 23 16 69,6 5 21,7 1 4,3 1 4,3
Restaurante 5 36 27 75,0 4 11,1 2 5,6 3 8,3
Total 124 100 80,6 15 12,1 4 3,2 5 4,0

A predominancia de B. cereus, entre bactérias que apresentam reacgdes
semelhantes em meio de agar MYP, evidencia a ubiquidade desta espécie
deterioradora e patogénica em plantas de processamento de alimentos (Beattie &
Williams, 2002; Kramer & Gilbert, 1989). A segunda bactéria mais comum,
B. mycoides, ainda que seja geralmente isenta de suspeitas como agente de
doengas de origem alimentar, € uma bactéria associada a processos de
deterioracdo de alimentos (Manzano et al., 2003). No caso de B. thuringiensis,
tanto suas propriedades de agente deteriorador quanto sua eventual capacidade
de produzir enterotoxinas (Hansen & Hendriksen, 2001; Rivera et al., 2000; Prub

et al., 1999) merecem ser levadas em consideracgao.

O Quadro 4.4 reune dados relativos as porcentagens de pontos do
ambiente contaminados por B. cereus, nos diversos restaurantes, a cada coleta

de amostras de ar.
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Quadro 4.4. — Contaminacdo do ar por Bacillus cereus, em cinco
restaurantes da cidade de Vicosa, MG.

Coletas Restaurante
1* 2* 3* 4* 5**
0f. ~rANntaMinaran
Primeira 0 20 80 80 75
Segunda 80 100 100 20 100
Terceira 80 80 100 80 100
Média 53 67 93 60 92

* Cinco pontos examinados a cada coleta
** Quatro pontos examinados a cada coleta

O microrganismo foi detectado em todos os restaurantes e em todos os
pontos ambientais. Como se pode observar, apenas em uma situagao, relativa a
primeira coleta feita no restaurante 1, os cinco pontos ambientais examinados
apresentaram-se isentos de contaminagéo pelo microrganismo. Em outros casos,
pelo menos um dos pontos apresentava-se contaminado. Considerando-se o total
de 72 amostras de ar examinadas (cinco pontos de quatro restaurantes, repetidos
em trés coletas, e quatro pontos de um restaurante, igualmente repetidos em trés
coletas), em 52 (72%) dessas amostras detectou-se a presenga de B. cereus. Tais
resultados denunciam a frequéncia da presenca deste patbgeno em ambientes de
UAN e corroboram observagdes como as de Azeredo et al. (2001), que isolaram o
microrganismo de todas as amostras de ar coletadas em doze pontos ambientais
de um restaurante institucional e dezoito pontos de uma unidade de alimentagao

hospitalar, na cidade de Campinas, SP.

A expressao da contaminagao do ar, como UFC de B. cereus encontradas
em volumes de 1.000 L (1 m®) de ar nos diversos restaurantes, pode ser

observada nos Quadros 4.5 e 4.6.

Os resultados exibidos no Quadro 4.5 revelam a contaminacdo dos
ambientes como um todo, em forma de médias de todos os pontos ambientais
analisados em cada unidade, a cada coleta, e das variagbes observadas entre

esses pontos, nos diversos restaurantes.

39



Quadro 4.5. - Contagens de B. cereus no ar, segundo trés coletas realizadas em cinco restaurantes na cidade de

Vicosa, MG
UFC/m® de ar
Coletas
Restaurantes
1 2 3 4 5
Média' Variacdo  Média' Variacdo  Média' Variacdo  Média' Variacdo  Média'  Variacéo
Primeira 0,0 0-0 0,4 0-2 5,6 0-8 7,2 0-20 22,0 0-50
Segunda 2,4 0-4 6,8 2-10 7,6 2-18 0,4 0-2 6,5 2-8
Terceira 2,4 0-4 2,4 0-4 10,8 6-14 6,8 0-16 8,0 4-18
Médias? 1,6 B 3,2 B 8,0 B 4,8 12,2

(1

(2) Médias dos pontos do ambiente (cinco pontos nos restaurantes 1 a 4 e quatro pontos no restaurante 5)

) Médias de trés coletas, em duplicatas

40



As contagens de B. cereus apresentaram variabilidade expressiva entre
coletas: por exemplo, no caso do restaurante 5, a primeira coleta foi equivalente
ao triplo do valor encontrado nas demais coletas, enquanto no restaurante 3 a
terceira coleta representou praticamente o dobro da contagem da primeira.
Constatou-se, também, grande variagdo entre as contagens relativas aos
diferentes pontos, em uma mesma coleta, fato bem evidente nos restaurantes 4 e
5, nos quais as contagens situaram-se na faixa entre 0 e 20 e 0 e 50 UFC/m?,
respectivamente (Quadro 4.5). Tais observagdes dao suporte a hipotese de que,
de forma geral, essas unidades carecem de investimentos em procedimentos de
higienizac&o, padronizados e efetivos.

O Quadro 4.6 permite visualizar a contaminacdo dos diversos pontos
ambientais analisados, em cada restaurante, de maneira a se avaliar a incidéncia
de B. cereus no ar, nas diferentes areas de trabalho, em cada restaurante. Aqui,
as variagdes entre coletas sao evidenciadas pelas faixas de contaminagao
observadas: por exemplo, no restaurante 5, foram detectados niveis de
contaminagado variando entre 4 e 50 UFC/m?®, no ponto A (destinado a operagdes
de pré-preparo de vegetais), e entre 6 e 30 UFC/m?, contagens relativas ao ponto

D (local onde alimentos prontos ficavam a espera, para distribui¢cdo).

Varios estudos tém mostrado significativa ocorréncia de microrganismos
mesdfilos no ar, em ambientes de processamentos de alimento. Salustiano (2002)
encontrou contagens médias acima de 90 UFC/m® de ar em todos os ambientes
analisados em industria de laticinios. Segundo Andrade et al. (2003), apenas
18,5% dos ambientes avaliados em UAN, localizadas nas regides da Zona da
Mata e Metalurgica de Minas Gerais, encontravam-se em condi¢gdes que poderiam
ser consideradas aceitaveis, segundo recomendagdes da APHA. Em estudo
realizado na Espanha, Reguera et al. (1995) chamaram a atencdo para a
necessidade de melhorar praticas de higiene em 14 servigos de alimentagéo, apos
analisarem 388 amostras de ar com contagens médias de bactérias mesdfilas
aerdbias de 339 UFC/m® de ar, nivel muito maior do que o observado nesta
pesquisa, porém que incluia diversas espécies bacterianas (no presente trabalho,
relatamos a detec¢cdo de um patdégeno em particular, impedindo o crescimento de

outros microrganismos pelo uso de um meio seletivo).
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Quadro 4.6. - Contagens de Bacillus cereus no ar, em diversos pontos dos ambientes, em cinco restaurantes na cidade

de Vicosa, MG
Pontos do UFC/m® de ar
ambiente
Restaurantes
1 2 3 4 5
Média' Variacdo  Média' Variacdo  Média' Variacdo  Média' Variacdo  Média'  Variacéo
A 2,7 0-4 2,0 0-4 5,3 0-12 5,3 0-16 20,7 4 -50
B 1,3 0-4 3,3 0-10 10,0 8-12 9,3 0-20 8,7 0-18
C 0,7 0-2 3,3 0-8 12,7 6-18 2,7 0-6 4,7 2-8
D 2,0 0-4 4,0 0-8 6,7 2-10 4,0 0-6 14,7 6-30
E 13 0-2 3,3 2.6 5,3 4-6 2,7 0—4 _ _
Médias? 1,6 3,2 8,0 4,8 B 12,2

" Medias de trés coletas, em duplicatas
@ Médias dos pontos do ambiente (cinco pontos nos restaurantes 1 a 4 e quatro pontos no restaurante 5)
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Com relagcao a presenga de B. cereus em unidades processadoras de
alimentos, Ueda et al. (1992) verificaram, em estudo feito no Japéo, que 55% das
bactérias encontradas no ar em plantas de beneficiamentos de arroz foram
identificadas como B. cereus, evidenciando a prevaléncia do microrganismo nesse
tipo de ambiente. Azeredo et al. (2001) relataram niveis de contaminagao
maximos de 38 UFC/m® de ar, em restaurante universitario, apontando as areas
de coccgao e distribuicdo como os pontos mais contaminados, entre os ambientes
examinados. Os mesmos autores encontraram contaminagées de até 20 UFC/m?®

em ambiente de cozinha hospitalar.

No caso deste trabalho, ndo se descarta a possibilidade de a contaminagao
real ter sido subestimada, em raz&o do uso de um meio de cultivo contendo
agente seletivo (polimixina-B) e do estado de estresse dos microrganismos sob a
forma de aerosséis. Segundo SVEUM et al. (1992), essa associagdo pode

dificultar a recuperacéao e o crescimento de microrganismos.

No levantamento realizado, todas as amostras de ar revelaram
contaminagdes inferiores aos padrdes propostos pela NASA, endossados pela
APHA (Sveum et al., 1992), enquadrando-se nos limites definidos para a Classe
100.000. Segundo Andrade et al. (2003), referindo-se a essa recomendacgao, os
servigos de alimentagdo, em funcdo das exigéncias de qualidade microbioldgica
dos ambientes, podem ser enquadrados nessa classificagdo. A partir deste
raciocinio, seriam considerados em condigdes higiénicas satisfatoérias, adequadas
ao processamento de alimentos, aqueles ambientes que apresentarem contagens
de microrganismos meséfilos aerdbios de até 88,4 UFC/m® de ar. Entretanto, a
auséncia de recomendacbes especificas para niveis de B. cereus no ar dificulta a
avaliacdo dos resultados obtidos. As recomendagdes da NASA referem-se a
padrées para mesofilos aerdbios. Adotar esses limites em relagao a B. cereus é
uma decisdo que reflete bastante tolerancia, ja que se trata de um patégeno
reconhecido, de dificil controle e excepcional capacidade de multiplicagdo em
diversos substratos (Granum & Lund, 1997). Além do mais, quando se consideram
os limites para mesdfilos aerdbios, supde-se a existéncia de um pool de
microrganismos, enquanto, no caso desta pesquisa, a busca restringiu-se a um
microrganismo em particular, dai se supor que os limites propostos devam ser

mais seguros.



Para subsidiar a decisdo de ndo recomendar os limites propostos pela
APHA, certas consideracbes merecem ser destacadas. Primeiro, deve-se lembrar
do potencial de crescimento do patégeno, com capacidade de se multiplicar
expressivamente, mesmo a temperaturas relativamente baixas, entre 15 e 22°C,
em substratos alimentares (Souza, 2003; Azeredo et al., 2002). Freqlientemente
se expdem alimentos a essas temperaturas, em ambientes de restaurantes, por
tempos suficientes para permitir o crescimento de varias geragbes. Além disso,
salienta-se o fato de que a bactéria pode causar intoxicacbes — especialmente
diarreicas — a partir de alimentos contaminados com populag¢des baixas - a partir
de 10° bactérias por grama de alimento - segundo Andersson et al. (1995).
Andersson e colaboradores (1998) também mencionaram caracteristicas de
viruléncia em algumas cepas de B. cereus, envolvendo mecanismos de aderéncia
a células epiteliais e provocando sindromes graves e persistentes a partir de
doses infectantes excepcionalmente baixas, por volta de 200 UFC/g de alimento.
Uma vez que se registram tempos de geragao do patdégeno muito curtos (em torno
de 30 min, a temperaturas entre 30 e 37°C, segundo Souza, 2003 e Azeredo et
al., 2002), os riscos de intoxicacdo sao expressivos apos poucas horas de
exposicao de um alimento com populagao inicial em torno de, por hipétese, 10
UFC/g.

E certo que existem recomendacdes ainda menos exigentes que as da
APHA, descritas na literatura. A Unido Européia, estabeleceu, em seu Guia para
Manufatura de Produtos Estéreis, area de medicina, quatro niveis decrescentes
de exigéncias de qualidade higiénica. O nivel D, sendo o mais tolerante, poderia
ser aplicado a ambientes de UAN, para o qual é proposto o limite de até 200 UFC
de microrganismos por m® de ar, sem especificar sua natureza ou grau de
viruléncia (Pasquarella et al., 2000). Seguindo 0 mesmo raciocinio supra citado, o

limite n&o se aplica a um patégeno com as caracteristicas de B. cereus.

A contaminagdo do ar como agente de transmissdo de patdgenos para
alimentos e superficies de trabalho é uma questdo cuja importancia é sentida e
compartilhada por industrias de alimentos, restaurantes e cozinhas domésticas. A
exposicao de alimentos a patdégenos provenientes do ar pode acontecer tanto por
contato indireto, por meio de superficies de utensilios, equipamentos e bancadas

contaminados por aerossois, quanto por contato direto, por meio de particulas em
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suspensao (Lindsay & Von Holy, 1999, apud Kusumaningrum et al., 2003). E
importante lembrar que ar e ambiente “trocam” seus contaminantes, uma vez que
quaisquer superficies nas quais os microrganismos estejam depositados podem
agir como fontes de contaminagdo para o ar, quando ocorrerem condigcoes
apropriadas para a formacédo de aerossoéis (Heldman, 1967, apud Salustiano,
2002).

4.1.2. — Contagens de Bacillus cereus em superficie de bancadas

Semelhantemente ao que ocorreu com relacédo as cepas isoladas do meio
MYP a partir do ar, a grande maioria dos isolados das bancadas foi identificada
como B. cereus (91,20% do total de isolados, chegando a 97,62% no restaurante
1), ocorrendo, também, a identificacdo de B. mycoides e B. thuringiensis e de
cepas atipicas, presumivelmente membros do grupo, em funcdo das reagdes

observadas no meio seletivo usado (Quadro 4.7).

Quadro 4.7. - Identificacdo de 125 cepas tipicas em meio de agar MYP,
obtidas de superficie de bancadas em cinco restaurantes na
cidade de Vigosa, MG

Bacillus Bacillus Bacillus outros
Local Totalde  cereus  mycoides thuringiensis
isolados

N2 % N2 % Ne % Ne %
Restaurante 1 42 41 97,62 0 0 0 0 1 2,38
Restaurante 2 31 29 93,55 0 0 1 3,23 1 3,23
Restaurante 3 23 18 78,26 1 4,35 2 8,70 2 8,70
Restaurante 4 15 13 86,67 0 0 0 0 2 13,33
Restaurante 5 14 13 92,86 0 0 0 0 1 7,14
Total 125 114 91,20 1 0,80 3 2,40 7 5,60

Vale mencionar que em algumas amostras de bancadas a contaminagao
das placas era tdo grande que a identificacdo e o isolamento de col6nias tipicas
de B. cereus ficaram altamente prejudicados. Colbnias resistentes a polimixina-B,

algumas capazes de utilizar manitol — corando o meio de amarelo — tornaram o
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isolamento das colénias manitol-negativas bastante dificil. Por isso, foi necessario,
nesses casos, reisolar os microrganismos, por meio de procedimentos de
estriagens consecutivas em meio MYP, até obter colonias puras. Foi mais uma
evidéncia da grande necessidade de treinamento da mé&o-de-obra para agdes de

higiene.

Deve-se ressaltar, também, a dificuldade em definir com exatidao as areas
de trabalho e o estabelecimento de equivaléncia funcional, entre os pontos
ambientais analisados, nos diversos restaurantes. Por exemplo, nos restaurantes
2, 3 e 5, os pontos onde foram coletadas as amostras ocupavam um unico recinto,
onde eram realizadas as operagdes de higienizagdo, pré-preparo, COCGao e
distribuicdo. Nos restaurantes 1 e 4 essas operacdes eram realizadas em recintos
separados, facilitando a separagao de areas e de atividades. Além disso, era
comum observar que a fungéo definida para uma bancada era compartilhada por
outras operacgdes: € o0 caso de situagcbes em que uma bancada destinada ao
pré-preparo de vegetais servia para apoio as atividades de cocg¢ado ou, mesmo,
para montagem de pratos destinados a distribuigéo.

No Quadro 4.8 estdo expressas as porcentagens de bancadas
contaminadas por B. cereus, nas diferentes coletas. O microrganismo foi
detectado em bancadas de todos os restaurantes nos quais o estudo se
desenvolveu. Entre 72 amostras de bancadas analisadas, o microrganismo foi
detectado em 38 (53%).

Quadro 4.8. — Contaminacdo de superficies de bancadas por Bacillus cereus,
em cinco restaurantes da cidade de Vicosa, MG.

Coletas Restaurante
1 2* 3* 4* S5
0f. ~rANntaMinaran
Primeira 80 60 60 60 -
Segunda 20 40 40 40 o5
Terceira 80 80 60 20 5
Média 60 60 53 40 5

* Cinco pontos examinados a cada coleta
** Quatro pontos examinados a cada coleta
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Os resultados observados confirmam, mais uma vez, a presenga comum de
B. cereus em ambientes de cozinhas, em superficies a partir das quais podem se
transferir para os alimentos. Considerando as observagdes anteriores, relativas ao
compartilhamento de areas para executar varias tarefas, ficam evidentes os altos
riscos de contaminagao cruzada, com destaque para sua ocorréncia em alimentos

prontos para 0 consumo.

Resultados encontrados por Mosso et al. (1996) demonstraram a presenca
comum do microrganismo em varias superficies examinadas em amostras
recolhidas de 12 cozinhas institucionais, na Italia, com o objetivo de avaliar a
contaminagdo ambiental por B. cereus, fato que os autores apontaram como
capaz de propiciar inumeras possibilidades de contaminagdo de alimentos.
Mendes et al. (2004) encontraram B. cereus em 27% do total de amostras de

bancadas analisadas em restaurante institucional no Estado de Minas Gerais.

Cesare et al. (2003) identificaram a contaminagao cruzada entre alimentos
crus e alimentos cozidos, via superficie de contato e manipuladores, como um
significativo fator de risco de intoxicagbes alimentares. Ryan et al. (1996)
relataram que, de 101 surtos de doengas de origem alimentar ocorridos na
Inglaterra e no Pais de Gales, entre 1992 e 1994, 28 tiveram como causa a
contaminagdo cruzada. A proposito de B.cereus, Carlin et al. (2000)
demonstraram que é um dos principais microrganismos contaminantes de
vegetais. E de se supor, portanto, que os préprios alimentos constituam uma fonte
de contaminagao para as superficies de bancadas e, dai, para outros alimentos,
alguns dos quais representando um excelente substrato de crescimento, como

pratos a base de carnes e preparacdes com leite.

Os Quadros apresentados a seguir contém informacgdes relativas aos niveis
de contaminagao por B. cereus nas bancadas, apresentadas sob o ponto de vista
de variagbes entre coletas (Quadro 4.9) e variagbes entre pontos do ambiente
(Quadro 4.10).
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Quadro 4.9. - Contagens de B. cereus em superficies de bancadas, segundo trés coletas realizadas em cinco
restaurantes na cidade de Vicosa, MG

UFC/250 cm? de bancadas
Coletas

Restaurantes

1 2 3 4 5

Média® Variagéo Média® Variacéo Média® Variacéo Média® Variagéo Média® Variacéo

Primeira 6,0x10>  0-1.000 2,2x10°  0-1.000 1,9x10° 0-700 4,0x10 0-100 1,4x10° 0 - 400

Segunda 10 0-50 6,0x10 0-250 7,0x10 0-250 4,0x10° 0-1.000  50x10>  0-2.000
Terceira 4,0x10° 0-18500  1,4x10* 0-63.500  1,2x10° 0-333 10 0-50 2,5x10 0-50
Médias®  1,6x10° B 4,8x10° B 1,3x10? B 1,5x10? B 2,2x10?

(1

(2) Médias dos pontos do ambiente (cinco pontos nos restaurantes 1 a 4 e quatro pontos no restaurante 5)

) Médias de trés coletas, em duplicatas
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Quadro 4.10. - Contagens de Bacillus cereus em superficies de bancadas, em diversos pontos dos ambientes, em cinco
restaurantes na cidade de Vicosa, MG

UFC/250 cm?de bancadas

Pontos do
ambiente
Restaurantes
1 2 3 4 5
Média' Variacdo  Média® Variacdo  Média' Variacdo  Média' Variacdo  Média'  Variacdo
A 1,7x10 0-50 3,3x10° 0-1.000 0,0 0-0 3,5x102 0-1.000 1,3x10? 0-400
B 6,5x10° 0 -18500 3,3x10 0-50 3,3x10 0-100 0,0 0-0 0,0 0-0
C 5,7x10? 50-1150  2,1x10* 0-63500 8,3x10 0-200 3,5x10> 0-1.000  7,0x10? 50-2.000
D 5,0x10° 0-1.000 1,2x10° 0-3.500 1,7x10? 50 - 200 1,7 x10 0-50 5,0x10 0-100
E 1,7x10? 0-500 1,1x10° 0-3.000 3,4x10° 0-700 3,3x10 0-100 _ _
Médias®  1,6x10° B 4,8x10° 1,3x10? B 1,5x10? B 2,2x10? B

M Medias de trés coletas, em duplicatas
@ Medias dos pontos do ambiente (cinco pontos nos restaurantes 1 a 4 e quatro pontos no restaurante 5)
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A pesquisa de B.cereus em superficies de bancadas, nos cinco
restaurantes, também revelou grande variabilidade, tanto entre coletas quanto
entre pontos examinados. Pode-se observar, em especial na terceira coleta,
variagdes entre os pontos ambientais que vao desde a nao deteccdo até niveis da
ordem de 10* UFC/250 cm? nos restaurantes 1 e 2 (Quadro 4.9). Essa
variabilidade confirma a hipotese de que os procedimentos de higienizagdo nao

sejam padronizados e uniformes.

No Quadro 4.9 séo evidenciadas contagens médias superiores ao limite de
500 UFC/250 cm? (segundo recomendacdo do United States Public Health
Service, de acordo com Sveum et al., 1992) nos restaurantes 1 e 2, ainda que as
faixas de variagdo permitam observar que esses niveis foram observados em
todas as unidades estudadas, em determinadas coletas. Entretanto, cabe
considerar que esses limites propostos para microrganismos mesofilos aerdbios
nao refletem a seguranga requerida quando se trata de um patégeno como

B. cereus.

O exame comparativo dos Quadros 4.5 e 4.9 permite observar que as
contagens em amostras de ar e em superficies de bancadas ndo obedecem a um
padrdao de correlagdo, de maneira que nao se pode afirmar que o ar seja uma

fonte de contaminacao para as bancadas ou vice-versa.

O Quadro 4.10 permite observar as variagdes entre pontos do ambiente de
cada restaurante. Considerando o total de pontos onde foram feitas as coletas
(24, relativos as diversas unidades) em trés pontos ndo se observou a presenca
do microrganismo em nenhuma das trés coletas. Nos demais casos, em pelo

menos uma das coletas os pontos foram encontrados contaminados.

Os resultados apresentados, tomados como médias de trés coletas, varios
pontos dos restaurantes 1 e 2 e um ponto do restaurante 5 foram encontrados
com niveis de contaminagdo acima de 500 UFC/250cm?. Contudo, como
mencionado anteriormente, esse limite refere-se ao numero de microrganismos
aerdbios mesdfilos de forma geral, o que leva ao questionamento acerca de sua
adequacao relativa a niveis de contaminagao por um microrganismo em particular,
no caso, B. cereus. Ressente-se, portanto, da falta de recomendacéo especifica
para esse patogeno, lembrando, sempre, de sua frequéncia nos ambientes em

geral e de seu grande potencial de crescimento em alimentos.

50



No caso do restaurante 1, a média de contaminagao do ponto do ambiente
onde eram preparados lanches reveste-se de uma importancia especial, ja que
alimentos prontos para o consumo estariam sendo preparados em locais
contaminados por B. cereus em niveis considerados inadequados. No ponto C,
onde se concentram as atividades de cocgdo dos alimentos, foram observados
niveis de contaminagdo superiores ao limite proposto pela APHA, de 500
UFC/250cm?, nos restaurantes 1, 2, 4 e 5. Uma vez que esse limite ndo pode ser
considerado seguro para niveis de B. cereus, tais resultados apontam para a

necessidade de medidas corretivas.

Um estudo desenvolvido em restaurante universitario de Minas Gerais
revelou que as bancadas do setor de pré-preparo de frutas e hortalicas eram os
locais de maior risco, como fonte de contaminacdo (Nascimento, 1992),
constatacdo coerente com niveis de ocorréncia e com a alta frequéncia de
B. cereus em alimentos de origem vegetal (Azeredo, 1998). Mendes et al. (2004)
também encontraram niveis maximos de B. cereus em bancada de pré-preparo de
vegetais (1,5x10° UFC/250cm?). No presente trabalho, entretanto, a contaminag&o
mais alta se registrou no setor de cocgao do restaurante 2, equivalente a 6,4 x 10*
UFC/250cm?. No caso das contaminacdes encontradas nos locais destinados a
operacgdes de cocgdo, a ocorréncia do microrganismo nos niveis registrados pode
ser considerada um fator de alerta, ja que alimentos prontos eram freqientemente
acondicionados nesses locais e ai permaneciam a espera do momento da
distribuicao.

Outro fato a ser destacado refere-se ao tipo de distribuicdo adotado pelos
restaurantes. Algumas das unidades estudadas serviam as refei¢ées pelo sistema
“self-service”, de forma que as preparagdes prontas, eventualmente
contaminadas, passavam por longos periodos de espera, antes de serem
consumidas, sob temperaturas que, segundo Collins (1997), estdo situadas na
faixa que permite multiplicagado do patégeno.

Com relagcdo ao acabamento das bancadas, vale considerar que as
caracteristicas dos materiais utilizados na superficie de bancadas pode influir na
capacidade de ades&o de B. cereus (Peng et al., 2001). No Brasil, a Portaria n®
368 do MAA contra-indica o uso de madeira e outros materiais que nao se

possam limpar e desinfetar adequadamente (BRASIL, 1997). No caso dos
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restaurantes estudados, as bancadas eram de materiais diversos, ndo se
observando uso de madeira: restaurante 1, aco inoxidavel; restaurantes 2 e 3,
marmore branco; restaurantes 4 e 5, granito. As bancadas de marmore estavam
visivelmente asperas, evidenciando que este material apresenta caracteristicas de
desgaste que tornam dificil a correta higienizagcao das superficies.

O aco inoxidavel € o material preferencialmente escolhido para superficies
de trabalho em ambientes de processamento de alimentos, desde ha décadas
passadas, devido a diversas propriedades, como forca mecanica, resisténcia a
corrosdo, durabilidade e facilidade de fabricacdo (Holah & Thorpe, apud
Kusumaningrum et al., 2003). Varios estudos ainda tém prosseguido, para avaliar
a adesao de bactérias a esse material. De acordo com Peng et al. (2001), esporos
de B. cereus aderem mais facilmente a superficies de aco inoxidavel do que
células vegetativas. Jullien et al. (2002) chegaram a relatar até perto de 1.000
esporos de B.cereus por cm? aderidos a aco inoxidavel, apds completo
procedimento de limpeza em equipamentos de laticinios. O controle da bactéria €,
portanto, um desafio para administradores de UAN, que precisam dirigir esfor¢os
em dois sentidos: o de aperfeicoar seus procedimentos de limpeza, pelo uso de
processos e produtos eficientes em frequéncia conveniente e, de maneira muito
especial, no sentido de monitorar condigdes de estocagem de alimentos prontos,

para evitar perigos associados ao crescimento do patdégeno nas preparagoes.

4.1.3. — Teste de Hidrolise de Amido

A Figura 4.2 reproduz os resultados da prova bioquimica de hidrélise de
amido a que foram submetidos os 214 isolados identificados como espécimes de
B. cereus, obtidos do ar e de superficie de bancada nos cinco restaurantes
avaliados. Como descrito na metodologia, foram considerados amilase negativos
ou fracamente amiloliticos todos os isolados que exibiam o halo de hidrélise
restrito aos limites das col6nias, em contraposicdo aqueles que produziam
hidrélise intensa, evidenciada por zona de transparéncia sob e ao redor das

colonias.
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Figura 4.2. — Capacidade amilolitica de cepas de Bacillus cereus
isoladas de amostras de ar e de superficies de
bancadas, em cinco restaurantes de Vigosa, MG.

Dos 214 isolados, 54 foram tidos como nao-amiloliticos ou com reagao de
hidrélise fraca, o que equivale a, aproximadamente, 25% do total. Dos 100
microrganismos isolados do ar, 13% eram fracamente amiloliticos, enquanto,
entre as 114 amostras de microrganismos provenientes de superficies de
bancadas, aproximadamente 36% foram observados com reagdes fracas de

hidrolise. Foi constatada, pois, a grande predominancia de cepas amiloliticas.

Essa predominancia de cepas capazes de hidrolisar intensamente o amido
€ compativel com resultados de diversos autores. Azeredo (1998) encontrou
apenas 2% de cepas fracamente amiloliticas entre microrganismos isolados de
arroz cru. Resultados semelhantes ao da presente pesquisa foram relatados por
Jinbo & Kokubo (1982), que encontraram 18% entre amostras de carnes e peixes,
e Shinagawa et al. (1979), que identificaram 17% de cepas negativas para
hidrélise de amido, a partir de isolados de arroz. Com relagdo a B. cereus
provenientes de fontes ambientais, um estudo realizado por Ueda et al. (1992), no
Japéo, demonstrou que 93% das cepas isoladas de plantas de beneficiamento de

arroz exibiam habilidade de hidrolisar fortemente amido.
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A associagdo da caracteristica de nao hidrolisar amido - ou fazé-lo
fracamente — a producédo de toxina emética tem sido constatada por diversos
autores. Dados compilados por Pirttijarvi et al. (2000) revelaram que onze cepas
de B. cereus isoladas de acidentes eméticos eram todas amilase-negativas,
enquanto apenas quatro, entre outras onze cepas nao-eméticas, foram assim
caracterizadas. Em contraposi¢cdo, Ombui et al. (1997) constataram a capacidade
amilolitica em 96% de cepas diarréicas pesquisadas. A associagao foi confirmada
por Nishikawa et al. (1996), em 38 isolados de surtos eméticos. Esses autores
citaram, ainda, resultados obtidos por Yasukawa et al. (1981), que submeteram ao
teste de amido 40 amostras de microrganismos isoladas de surtos eméticos e
relataram 100% de resultados negativos para hidrolise de amido, enquanto
apenas 25,9% dos isolados de alimentos em geral exibiram a mesma
caracteristica. O teste de amido tem sido recomendado ha mais de dez anos,

como forma de selecionar cepas eméticas de B. cereus (Shinagawa, 1993).

Os resultados do presente estudo sugerem que uma significativa parte dos
isolados de B. cereus, principalmente os provenientes de superficies de
bancadas, sdo cepas possivelmente capazes de produzir toxina emética, isto &,
sdo suspeitos de um potencial toxigénico cujo impacto em nosso meio €
desconhecido.

Esta constatagdo, junto com o conjunto de resultados ora apresentados,
dao suporte a recomendacédo de investir em treinamento de méao-de-obra para
aperfeigoar procedimentos que levem ao controle do patégeno e, ainda, de insistir
em estudos que permitam propor limites seguros para sua incidéncia em

ambientes de industrias e servigos do setor de alimentagao.



5. — CONCLUSOES E SUGESTOES

e Como resultado das coletas feitas em amostras de ar e de superficies de
bancadas em cinco Unidades de Alimentacdo e Nutricdo na cidade de Vigosa,
MG, 249 (duzentos e quarenta e nove) microrganismos foram isolados, a partir de
colénias tipicas em meio de agar MYP. Destes, 214 (duzentos e quatorze) foram
identificados como Bacillus cereus, correspondendo a 86% do total. Dezesseis
isolados (6%) foram caracterizados como Bacillus mycoides, sete (3%) como
Bacillus thuringiensis e doze (5%) nao foram identificados, podendo representar

cepas atipicas do grupo de B. cereus.

e O microrganismo foi detectado em amostras de ar e de superficies de
bancadas, em todos os restaurantes nos quais o estudo se desenvolveu,
evidenciando o potencial dessas fontes para a contaminacdo de alimentos,

utensilios e equipamentos usados no preparo e distribuicdo de refeigdes.

e Os niveis de contaminacdo por B. cereus encontrados em superficies de
bancadas (até 6,35 x 10* UFC/250 cm?) e em amostras de ar (até 50 UFC/m®)
sugerem a necessidade de medidas para seu controle, tanto pelas propriedades
de resisténcia e rapida multiplicagdo do microrganismo em substratos alimentares
quanto por seu potencial patogénico. A identificacdo de 25% de cepas nao-
amiloliticas, caracteristica bioquimica que as relaciona a exemplares toxigénicos,

da suporte a essa sugestao.

e A grande variabilidade entre as contagens de B. cereus a partir de amostras do
ar e de bancadas evidenciam a falta de padronizacdo e uniformidade em

procedimentos de limpeza e sanitizacao.
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e Considerando a falta de recomendacdes especificas para contaminagao do ar
e de superficies por B. cereus, sugerem-se os seguintes limites: 10 UFC/m? de ar
e 100 UFC/250 cm? de bancadas, com base no fato de que sdo niveis
supostamente seguros, relatados em outros trabalhos, associados a ambientes de
UAN. Tais limites deverdo ser, oportunamente, avaliados em sua viabilidade e

adequacéo.

e Considerando que a real dimensao dos problemas decorrentes da ingestao de
alimentos contaminados por B. cereus ndo seja convenientemente avaliada e,
também, que sua presenga pode denunciar condicbes de higiene carentes de
melhorias, os resultados observados sugerem que medidas de controle da
contaminagdo e do crescimento desse e de outros patdogenos devem ser
priorizadas, em Unidades de Alimentagcdo e Nutricdo. Assim, procedimentos
simples de higiene, como cobrir os alimentos e manté-los sob temperaturas que
inibam o crescimento microbiano, devem ser adotados rotineiramente, como

forma de prevenir ou reduzir a ocorréncia de doengas de origem alimentar.
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APENDICE A

Quadro 1A. - Contagens de Bacillus cereus (UFC/m®) obtidas a partir de
duplicatas de amostras de ar no restaurante 1 da cidade de

Vigosa, MG
Pontos
Coleta
A B C D E Média
Primeira 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Segunda 4,0 0,0 2,0 4,0 2,0 2,4
Terceira 4,0 4,0 0,0 2,0 2,0 24
Média 2,7 1,3 0,7 2,0 1,3 1,6

Quadro 2A. - Contagens de Bacillus cereus (UFC/m®) obtidas a partir de
duplicatas de amostras de ar no restaurante 2 da cidade de

Vicosa, MG
Pontos
Coletas
B C D E Média

Primeira 0,0 0,0 0,0 0,0 2,0 0,4
Segunda 2,0 10,0 8,0 8,0 6,0 6,8
Terceira 4,0 0,0 2,0 4,0 2,0 24
Média 2,0 3,3 3,3 4.0 3,3 3,2




Quadro 3A. - Contagens de Bacillus cereus (UFC/m®) obtidas a partir de
duplicatas de amostras de ar no restaurante 3 da cidade de

Vigosa, MG
Pontos
Coletas
B C D E Média
Primeira 0,0 8,0 6,0 8,0 6,0 5,6
Segunda 4,0 10,0 18,0 2,0 4,0 7,6
Terceira 12,0 12,0 14,0 10,0 6,0 10,8
Média 5,3 10,0 12,7 6,7 5,3 8,0

Quadro 4A. - Contagens de Bacillus cereus (UFC/m®) obtidas a partir de
duplicatas de amostras de ar no restaurante 4 da cidade de

Vicosa, MG
Pontos
Coletas
B C D E Média

Primeira 0,0 20,0 6,0 6,0 4,0 7,2
Segunda 0,0 0,0 2,0 0,0 0,0 0,4
Terceira 16,0 8,0 0,0 6,0 4.0 6,8
Média 5,3 9,3 2,7 4,0 2,7 4.8

Quadro 5A. - Contagens de Bacillus cereus (UFC/m®) obtidas a partir de
duplicatas de amostras de ar no restaurante 5 da cidade de

Vicosa, MG
Pontos

Coletas :

B C D Média
Primeira 50,0 0,0 8,0 30,0 22,0
Segunda 8,0 8,0 2,0 8,0 6,5
Terceira 4,0 18,0 4,0 6,0 8,0
Média 20,7 8,7 4,7 14,7 12,2
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APENDICE B

Quadro 1B. - Contagens de Bacillus cereus (UFC/250 cm?) obtidas a partir
de duplicatas de amostras de superficies de bancadas no
restaurante 1 da cidade de Vigcosa, MG

Pontos

B C D E Média

Coletas

Primeira 0,0 1000,0 500,0 1000,0 500,0 600,0

Segunda 0,0 0,0 50,0 0,0 0,0 10,0
Terceira 50,0 18500,0  1150,0 500,0 0,0 4040,0
Media 16,7 6500,0 566,7 500,0 166,7 1550,0

Quadro 2B. - Contagens de Bacillus cereus (UFC/250 cm?) obtidas a partir
de duplicatas de amostras de superficies de bancadas no
restaurante 2 da cidade de Vicosa, MG

Pontos
Coletas
B C D E Média
Primeira 1000,0 50,0 0,0 50,0 0,0 220,0
Segunda 0,0 0,0 50,0 0,0 250,0 60,0
Terceira 0,0 50,0 63500,0 3500,0 3000,0 14010,0
Média 333,3 33,3 21183,3 1183,3 1083,3 4763,3




Quadro 3B. - Contagens de Bacillus cereus (UFC/250 cm?) obtidas a partir
de duplicatas de amostras de superficies de bancadas no
restaurante 3 da cidade de Vigcosa, MG

Pontos
Coletas
B C D E Média
Primeira 0,0 0,0 200,0 50,0 700,0 190,0
Segunda 0,0 100,0 0,0 250,0 0,0 70,0
Terceira 0,0 0,0 50,0 200,0 333,0 116,6
Média 0,0 33,3 83,3 166,7 344 3 125,53

Quadro 4B. - Contagens de Bacillus cereus (UFC/250 cm?) obtidas a partir
de duplicatas de amostras de superficies de bancadas no
restaurante 4 da cidade de Vicosa, MG

Pontos
Coletas
B C D E Média
Primeira 50,0 0,0 50,0 0,0 100,0 40,0
Segunda  1000,0 0,0 1000,0 0,0 0,0 400,0
Terceira 0,0 0,0 0,0 50,0 0,0 10,0
Média 350,0 0,0 350,0 16,7 33,3 150,0

Quadro 5B. - Contagens de Bacillus cereus (UFC/250 cm?) obtidas a partir de
duplicatas de amostras de superficies de bancadas no
restaurante 5 da cidade de Vicosa, MG

Pontos
Coletas
B C D Média
Primeira 400,0 0,0 50,0 100,0 137,5
Segunda 0,0 0,0 2000,0 0,0 500,0
Terceira 0,0 0,0 50,0 50,0 25,0
Média 133,3 0,0 700,0 50,0 220,8
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APENDICE C
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Quadro C.1. - Caracterizagao de isolados de amostras de ar em restaurantes de Vigosa, MG

Restaurante
Teste (12;(3(;[2('105)
1 2 3 4 5
(13 isolados) (17isolados)  (35isolados) (24 isolados) (37 isolados)
N2 (%) de resultados positivos W
Coloragao de Gram (+) 13 (100) 17 (100) 35 (100) 23 (95,8) 37 (100)  125(99,2)
Morfologia 13 (100) 17 (100) 35 (100) 23 (95,8) 36 (97,3) 124 (98,4)
Decomposigéo de tirosina 13 (100) 17 (100) 35 (100) 23 (95,8) 35(95,6) 123 (97,6)
Utilizagdo anaerdbia de glicose 13 (100) 17 (100) 35 (100) 23 (95,8) 34 (91,9) 122(96,8)
Reacao de Voges-Proskauer 13 (100) 17 (100) 34 (97,1) 23 (95,8) 32 (86,5) 119 (94,4)
Redugéo de nitrato 13 (100) 17 (100) 34 (97,1) 22 (95,6) 35(95,6) 121 (96,0)
Motilidade 11 (84,6) 16 (94,1) 32 (91,4) 20 (83,3) 29 (78,4) 108 (85,7)
Crescimento rizéide 2 (15,4) 0 4 (11,4) 5(21,7) 4(10,8) 15 (11,9)
Producao de cristais 0 1(5,9) 0 1(4,3) 2(5,4) 4(3,2)

™ Somatoério de 3 coletas
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Quadro C.2. — Caracterizacédo de isolados de amostras de superficies de bancadas em restaurantes de Vigcosa, MG

Restaurante
Teste (1ze-sri(s)c;[|2(|ms)
1 2 3 4 5
(42 isolados) (31 isolados) (23 isolados) (14 isolados) (15 isolados)
N2 (%) de resultados positivos ¢
Coloragao de Gram (+) 42 (100) 31 (100) 23 (100) 14 (100) 15 (93,7) 125 (99,2)
Morfologia 42 (100) 31 (100) 23 (100) 14 (100) 15 (93,7) 125 (99,2)
Decomposicéo de tirosina 41 (97,6) 31 (100) 23 (100) 13 (92,9) 14 (93,3) 122 (96,8)
Utilizacéo anaerdbia de glicose 42 (100) 31 (100) 23 (100) 14 (100) 15(100) 125 (99,2)
Reacao de Voges-Proskauer 41 (97,6) 30 (96,8) 23 (100) 14 (100) 15(100) 123 (97,6)
Redugao de nitrato 42 (100) 31 (100) 21 (91,3) 14 (100) 13 (86,7) 121 (96,0)
Motilidade 39 (92,9) 26 (83,9) 20 (87,0) 14 (100) 15(100) 114 (90,5)
Crescimento rizéide 0 0 1(4,3) 0 0 1(0,8)
Producao de cristais 0 1(3,2) 2(8,7) 0 0 3(2,4)

" Somatdrio de 3 coletas
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