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RESUMO

Doenca Transmitida por Alimentos (DTA) é causada por ingestdo de alimentos e/ou agua
contaminados por, principalmente, microrganismos patogénicos. E notificada como surto pelo
Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo (Sinan), quando duas ou mais pessoas tem
mesmos sintomas apds ingerir o mesmo alimento ou agua contaminados. No Brasil, entre
janeiro de 2016 e dezembro de 2019, foram notificados 2504 surtos de DTA, onde foi
identificado o agente etiologico em 541 destes surtos, sendo Salmonella spp. um dos mais
predominantes. Em relacdo aos locais de ocorréncia de surtos um dos mais frequentes foram os
restaurantes. Salmonella spp. causa salmonelose e é a terceira maior causa de morte entre as
DTA no mundo. Sua presenga em estabelecimentos de processamento de alimentos apresenta
um grande problema, um dos motivos sendo a capacidade de formar biofilme, estrutura que
permite sua adesdo em superficies, por um longo periodo, podendo contaminar outros alimentos
ou superficies, ocasionando contaminacgao cruzada. O objetivo do trabalho foi avaliar a presenca
de Salmonella spp. em tabuas de corte utilizadas para processamento de alimentos em
restaurantes localizados no municipio do Rio de Janeiro. Foram coletadas 32 amostras de tabuas
de corte em 16 restaurantes, duas amostras por estabelecimentos. A analise microbioldgica para
a pesquisa de Salmonella spp. foi realizada segundo metodologia descrita no Bacteriologycal
Analytical Manual/ Food and Drug Administrarion (BAM/FDA). Foi observada a presenca de
Salmonella spp. em 25,0% (n= 8) das amostras, distribuidas em 37,5% (n=6) dos restaurantes
selecionados. Salmonella spp. na tdbua de corte apresenta perigo a satde publica pois a tdbua é
um utensilio de grande importancia na propagacdo de bactérias para alimentos e entre
alimentos, por ser uma superficie onde sdo manipulados diversos alimentos.-A presenca da
Salmonella spp. em restaurantes e sua capacidade de permanéncia e contaminagao de outros

alimentos e superficies nesses estabelecimentos representa um risco a satde da populacao.

Palavras-chave: Tabuas de corte, Salmonella spp., Vigilancia Sanitaria, Analise

microbioldgica, seguranca de alimentos.



ABSTRACT

Foodborne Disease is caused by ingestion of food and/or water contaminated by mainly
pathogenic microorganisms. It is reported as an outbreak by Notifiable Diseases Information
System, when two or more people have the same symptoms after eating the same contaminated
food or water. In Brazil, between January 2016 and December 2019, 2504 outbreaks of
foodborne diseases were reported, where the etiological agent was identified in 541 of these
outbreaks, being Salmonella spp. one of the most prevalent. Among the places where outbreaks
occurred, one of the most frequent were restaurants. Salmonella spp. causes salmonellosis and
is the third leading cause of death among foodborne diseases in the world. Its presence in food
processing establishments presents a major problem, one of the reasons being its ability to form
biofilm, a structure that allows its adhesion on surfaces, for a long period, which may
contaminate other foods or surfaces, causing cross-contamination. The objective of this study
was to evaluate the presence of Salmonella spp. on cutting boards used for food processing in
restaurants located in the city of Rio de Janeiro. Thirty-two samples of cutting boards were
collected in 16 restaurants, two samples per establishment. The microbiological analysis was
performed according to the methodology described in the Bacteriological Analytical Manual/
Food and Drug Administration (BAM/FDA). There was presence of Salmonella spp. in 25.0%
(n=8) of the samples, distributed in 37.5% (n=6) of the selected restaurants. Salmonella spp. on
cutting board presents a danger to public health because the board is a very important tool in
the propagation of bacteria and in its transmission to food and between foods, as it is a surface
where are handled various foods. The presence of Salmonella spp. in restaurants and its ability
to stay and contaminate other foods and surfaces in these establishments represents a risk to the
health of the population.

Keywords: Cutting boards, Salmonella spp., Health Surveillance, Microbiological analysis,

food safety.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencas transmitidas por alimentos

Doencas transmitidas por alimentos (DTA) séo causadas pela ingestdo de alimentos ou
agua contaminados, que tém manifestagdes comuns como anorexia, nduseas, vomitos e/ou
diarreia, mas ndo exclusivas, podendo ocorrer outros sintomas, dependendo do agente
etiologico envolvido (BRASIL, 2010). Os microrganismos patogénicos sdo 0s principais
causadores de DTA, devido a grande variedade de géneros e espécies com diferentes
patogenias, tempo de incubacéo e duracdo de sintomas (FORSYTHE, 2013).

H& um aumento na ocorréncia de DTA, mundialmente, devido a diferentes fatores como:
crescimento de populagdes, grupos populacionais vulneraveis ou mais expostos, urbanizacdo
desordenada e a demanda de producéo de alimentos em larga escala. Além disso, o controle de
qualidade feito pelos 6rgaos publicos e privados dos alimentos ofertados as populagdes sao
deficientes (BRASIL, 2010). A ocorréncia de DTA também afeta negativamente a economia
por causa de custos médicos relacionados ao tratamento dos doentes, custos com investigacao
dos surtos alimentares e fechamento de negécios por afastamento de consumidores que evitam
comprar produtos causadores de determinado surto (MELO et al, 2018).

E considerado um surto de DTA quando duas ou mais pessoas tém 0s mesmos sintomas
apos ingestdo de um mesmo alimento ou dgua e ap6s confirmacéo por analises epidemiologicas.
Porém, como sdo doencas com sintomas que podem ocorrer de forma branda, os acometidos
ndo sentem necessidade de procurar ajuda médica, ocorrendo um grande numero de
subnotificagdes. No Brasil, quando notificados, sdo surtos que envolvem muitas pessoas ou
guando os sintomas tém longa duracdo (SIRTOLI; COMARELLA, 2018).

Periodicamente, no Brasil, sdo publicados, em formato eletrbnico, boletins
epidemiolégicos de carater técnico-cientifico, editados pela Secretaria de Vigilancia em Saude
do Ministério da Saude (SVS/MS). S&o publicadas anélises epidemiologicas de doencas e
agravos de responsabilidade da SVS e relatos de investigacdo de surtos, por exemplo (BRASIL,
2020a).

No boletim epidemiolédgico de volume 51, nimero 32, foi publicado o informe sobre a
distribuicdo temporal dos surtos notificados de DTA no Brasil, no periodo de janeiro de 2016
a dezembro de 2019, pelo Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacdo (Sinan). Neste
periodo foram notificados 2.504 surtos, onde 358 (14,3%) nao tinham dados sobre o numero de

doentes. Dos surtos onde tinham dados sobre o nimero de doentes, em apenas 541 dos surtos
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foram identificados o agente etiolégico e os mais predominantes foram: Escherichia coli
(35,7%; n=193), Salmonella spp. (14,9%; n=81) e Staphylococcus spp. (11,5%; n=62), (Figura
1) (BRASIL, 2020b).

Figura 1: Distribuicdo temporal dos principais agentes etioldgicos identificados
nos surtos, Brasil, 2016-2019.

% surtos

2016 2017 2018 2019*
Ano
w Bacillus cereus Clostridium spp Coliformes
Escherichia coli w Norovirus ~ Rotavirus
--=-. Salmonella spp = Shigella spp - Staphylococcus spp

Fonte Boletim epidemiolégico 2020a

As regifes Sudeste e Nordeste apresentaram as maiores percentagens de surtos
notificados durante esse periodo, 30,3% e 29,8%, respectivamente. Em relacdo aos locais de
ocorréncia de DTA, foi observado que ocorrem com mais frequéncia nas residéncias (37,3%),
em seguida em com restaurantes, padarias e locais similares (16,0%; n= 400,0) (BRASIL,
2020b).

1.2 Restaurantes

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria (Anvisa) define um servico de alimentacao
como todo estabelecimento em que o alimento é manipulado, preparado, armazenado e/ou
exposto para venda. As unidades de trabalho onde ocorrem a producéo e a distribuigdo de
refeicdes para populacdo sadia ou enferma, sdo denominadas unidades de alimentacdo e
nutricdo (UAN) (MELLO et al, 2013). As atividades de uma UAN devem priorizar inocuidade
de alimentos, representada pela qualidade higiénico-sanitaria e producdo de alimento seguro
(TAGLIAPIETRA,; PERES, 2020).

Atualmente, cerca de 62,7% das refei¢cdes no Brasil séo realizadas fora de casa. Com o

aumento do numero de refeicdes realizadas fora de casa, ha um aumento nos servicos de
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alimentacdo e, consequentemente a preocupacdo em oferecer alimentos de qualidade aos
clientes (TAGLIAPIETRA; PERES, 2020).

Os surtos que tém origem em restaurantes e outros estabelecimentos alimenticios
ocorrem por falhas nos setores de producdo, sejam esses: refrigeracdo inadequada,
processamento térmico insuficiente, conservagdo a quente imprdpria, alimentos contaminados,
higienizacdo indireta, contaminagdo cruzada, entre outros. Também é importante destacar a
importancia de superficies contaminadas na transmissdo de patdgenos e no processamento de
alimentos (AVILA et al, 2016).

As falhas podem ocorrer devido a baixa adeséo de trabalhadores as BPF, apresentadas
na Resolucgéo de Diretoria Colegiada (RDC) n° 275, de 21 de outubro de 2002, que designa o
roteiro para elaboragao de Procedimentos Operacionais Padronizados (POP) e checklist de BPF
em estabelecimentos industriais ou produtores de alimentos (AVILA et al, 2016; BRASIL,
2002; TAGLIAPIETRA; PERES, 2020). Com este checklist sdo avaliados diferentes pontos
nestes estabelecimentos, entre eles os utensilios utilizados, em relacdo ao seu material, estado

de conservacéo e higienizacdo (BRASIL, 2002)

1.2.1 Tébuas de corte

Tabuas de corte sdo um dos utensilios na manipulacdo de alimentos mais importantes
na propagacdo de bactérias e sua possivel transmissdo para alimentos e entre alimentos. Uma
mesma tbua, muitas vezes, é utilizada para manipular diferentes tipos de alimentos e, como ha
formacdo de cortes em sua superficie durante seu uso, facilita o acimulo de bactérias que nao
sdo facilmente eliminadas no processo de higienizacdo, acarretando contaminagdo cruzada
(MOURA; SILVA; MOTA, 2021). Com isso, € importante a troca de tdbuas de tempos em
tempos e a necessidade de diferentes tabuas de corte para diferentes tipos de alimentos
manipulados, codificadas por cores, para uma melhor seguranca alimentar (OLIVEIRA;
SILIANO, 2017; STAROVOYTOVA, 2019). Nao ha legislagdo referente a esse padréo de
cores, mas um padrédo de seis cores € sugerido em publicidade nacional e internacional sobre
tabuas: branca para laticinios, bege para alimentos cozidos, amarelo para aves, azul para peixes,

verde para vegetais e vermelho para bovinos (FERREIRA et al, 2018).
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1.3 Salmonella spp.

Pertence a familia Enterobacteriaceae, sdo bastonetes Gram-negativos, curtos, de
didmetro entre 0,7 e 1,5 um e comprimento variando de 2 a 5um. Nao sdo capazes de formar
endosporos, sendo relativamente termossensiveis por causa disso, e geralmente possuem
flagelos peritriquios, permitindo sua movimentacdo, com excecdo de sorovares como S.
Gallinarum e S. Pullorum. Em relacdo ao seu metabolismo, sdo anaerdbios facultativos que
fermentam glicose, produzindo &cido e gas, mas ndo sao capazes de utilizar lactose e sacarose
e podem utilizar o citrato como Unica fonte de carbono. Sao catalase positiva, oxidase negativa,
redutores de nitrito a nitrato, ndo hidrolisam ureia e conseguem descarboxilar lisina e ornitina.
(CAMPOS, 2015; GERMANO; GERMANO, 2014; FORSYTHE, 2013).

Sé&o capazes de se multiplicar em varias condi¢cbes ambientais quando ndo estdo em um
organismo vivo. S&o bactérias que crescem em concentragdes de 0,4-4,4% de cloreto de sodio,
mesmo nao sendo necessario para crescimento. Em relacdo as condigdes de pH e temperatura,
crescem em valores de pH entre 4-9, tendo 6timo crescimento na faixa de 6,5-7,5 e crescem em
temperaturas de 5-47°C, com temperatura Otima entre 32-35°C. Para sobreviver em certo
ambiente, precisa de atividade de agua entre 0,99 e 0,94, tendo seu crescimento inibido em

valores menores que estes (JAJERE, 2019).

1.3.1 Nomenclatura

O nome do género Salmonella ocorreu em homenagem ao Doutor Daniel EImer Salmon,
patologista que trabalhava com Theobald Smith quando o microrganismo foi descoberto e
isolado de intestino de suinos, em 1855 (ENG et al, 2015).

O sistema de nomenclatura utilizado para classificar Salmonella spp. é o recomendado
pelo Centro Colaborador para Referéncia e Pesquisa em Salmonella spp. da Organizacao
Mundial de Saude (OMS). Esse sistema divide o género em duas espécies, Salmonella enterica
e Salmonella bongori, com base nas suas diferencas em nivel gendmico. Também utiliza o
esquema de Kauffman-White como uma ferramenta complementar na diferenciacdo dos
sorovares da Salmonella spp., baseando-se em trés determinantes antigénicos: antigeno
somatico (O), antigeno flagelar (H) e antigeno capsular (Vi) (BRASIL, 2011; ENG et al, 2015).

Atualmente, o género é composto por mais de 2500 sorovares divididos nessas duas
espécies. S. bongori (V) é composta por 22 sorovares, enquanto 0s outros sdo divididos nas seis

subespécies da S. enterica, sendo elas:
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Salmonella enterica subespécie enterica (I ou 1)

" Salmonella enterica subespécie salamae (11 ou 2)

" Salmonella enterica subespécie arizonae (I11a ou 3a)
" Salmonella enterica subespécie diarizone (I11b ou 3b)
" Salmonella enterica subespécie houtenae (I1V ou 4)

" Salmonella enterica subespeécie indica (V1 ou 6)

A subespécie enterica sozinha é composta por 1531 sorovares, responsavel por 99,0%
dos isolamentos, normalmente a partir de animais de sangue quente (BRASIL, 2011; LAMAS
etal, 2018).

Normalmente, os sorovares sdo identificados por formulas antigénicas. Porém, os
sorovares da subespécie enterica (I) possuem nomes. Para que esses sorovares nao fossem
interpretados como especies, 0s nomes de sorovares nao sdo escritos em italico e comegam com
letra maidscula (AGBAJE et al, 2011).

O antigeno O é originado pela estrutura complexa de lipopolissacarideos (LPS) da
parede celular da bactéria (FORSYTHE, 2013). Sdo designados nimeros arabicos aos antigenos
O na formula antigénica; um antigeno O é comum a vérios sorovares de Salmonella spp., assim,
é possivel dividir as espécies em sorogrupos utilizando apenas esse antigeno como referéncia.
Antigenos H podem ocorrer em duas fases, flagelos de fase 1 ou flagelos de fase 2 e vai
depender do clone expressado pela bactéria (Quadro 1). Antigenos flagelares de fase 1 sdo
representados por letras minusculas enquanto os de fase 2 sdo representados por ndmeros
arabicos. Com relagdo ao antigeno Vi, apenas € encontrado em trés sorovares de Salmonella (S.
Typhi, S. Paratyphi e S. Dublin) (CAMPQS, 2015).
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Quadro 1. Esquema abreviado de nomenclatura de Kauffman & White
Férmula Antigénica

Sorovar Grupo Antigeno O Antigeno H
Fase 1 Fase 2

S. Paratyphi A 0:2 (A) 1,2,12 a [1,5]
S. Paratyphi B 0:4 (B) 1,4[5],12 b 1,2
S. Typhimurium 1,4[5],12 i 1,2
S. Agona 1,4,12 f,g0,s [1,2]
S. Derby 1,4[5],12 f.0 [1,2]
S. Saintpaul 1,4[5],12 e,h 1,2
S. Choleraesuis 0:7 (Cy) 6,7 c 1,5
S. Oranienburg 6,7,14 m,t [z57]
S. Infantis 6,7,14 r 1,5
S. Newport 0:8 (C2-Ca) 6,8,20 e,h 1,2

S. Typhi 0:9 (Dy) 9,12[Vi] d -

S. Enteritidis 1,9,12 g,m -
S. Anatum 0:3,10 (E1) 3,10[15]15,34] e,h 1,6

Fonte: CAMPOS, 2015. Adaptado.

1.3.2 Patogenia

Salmonella spp. é introduzida no organismo pela ingestdo de alimentos e/ou &gua
contaminados. Sdo capazes de invadir as células epiteliais presentes na parede do intestino, 0s
enterocitos, onde se multiplicam (SANTOS et al, 2020). Isso € possivel devido a presenca de
Ilhas de Patogenicidade de Salmonella (IPS) no seu DNA cromossomial, grupos de genes que
codificam vérios fatores de viruléncia (genes de adesdo, invasao e toxinas) (ENG et al, 2015,
JAJERE, 2019).

Para ocorrer a invasao da célula, é necessario que ocorra a adesdo da bactéria em sua
superficie. Esta adesdo ocorre através da interacdo de adesinas presentes na superficie
bacteriana com os receptores presentes na superficie dos enterdcitos (SANTOS et al, 2020).

Quando aderida, a bactéria € capaz de induzir a formacéo de pseudépodes por rearranjos
de actina, para que haja o processo de endocitose (CARNEIRO; COSTA, 2020; FORSYTHE,
2013). Esse processo de modificacdo da membrana da célula hospedeira é chamado de
“ruffling”, quando ocorrem ondula¢des na membrana que resultam no engolfamento da bactéria

para dentro de um vacuolo endocitico, onde se multiplicam (Figura 2) (FORSYTHE, 2013).
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Figura 2. Processo de invasdo de enterécitos por Salmonella

Organismos
Membrana em fagossomos
com ondulagoes
(ruffling)

Absorcdo para o
interior do vacuolo

Fonte: Forsythe, 2013

Bactéria é liberada na lamina prépria onde sao fagocitadas por mondcitos e macrofagos
e, isso pode resultar em uma resposta inflamatoria, devido a hiperatividade do sistema reticulo
endotelial. Ocorre a liberacdo de prostaglandinas, que estimulam a adenil ciclase, enzima que
hidrolisa adenosina trifosfato (ATP), resultando em maior secre¢do de &gua e eletrélitos, o que
provoca uma diarreia aquosa, dor abdominal, desidratacdo e deficiéncia de eletrolitos. Células
de defesa também liberam pir6genos, os quais induzem febre (CARNEIRO; COSTA, 2020;
SHINOHARA et al, 2008).

A infeccéo causada por Salmonella spp. pode variar dependendo do sorovar envolvido.
Os sorovares S. Typhi e S. Paratyphi causam febre tifoide e febre paratifoide, respectivamente,
e sdo as infecgdes caracterizadas por gastroenterite e complicagdes como septicemia, sintomas
imunologicos e neurologicos, por serem capazes de disseminar no organismo. Os outros
sorovares causam salmoneloses, que tem sintomas relacionados a gastroenterite (nausea,

vomito e diarreia) e, ocasionalmente, pode causar bacteremia (GUT et al, 2018).

1.3.3 Epidemiologia

Salmonella spp. estd entre os 31 principais patdgenos capazes de causar doengas
intestinais ou sistémicas em humanos e é a terceira maior causa de morte entre as DTA no
mundo (FERRARI et al, 2019). Os sorovares de Salmonella spp. estdo vastamente difundidos
na natureza, presentes no trato intestinal de todas as espécies de animais, tanto animais
domésticos quanto selvagens. Carnes bovinas e de frango e ovos sdo os produtos de origem
animal que sdo mais responsaveis pela distribuicio mundial das salmoneloses e suas
complicacBes. Esse microrganismo é transmitido quando introduzida em areas de preparacdo
de alimentos e alguns fatores podem contribuir para a sua multiplicagdo, como: temperatura

inadequada de armazenamento, cozimento insuficiente e contaminacéo cruzada. E capaz de
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formar biofilme, estrutura mono ou multiespécie, que produz exopolissacarideos que ajudam
na adesdo em superficies, trazendo um grande problema para a inddstria alimenticia, pois
introduz um local de contaminag&o constante nesse ambiente (COLLING et al, 2020). Os surtos
causados por essa bactéria ocorrem com mais frequéncia do que sao identificados pela
diversidade de alimentos que podem contaminar (CARRASCO; MORALES-RUEDA;
GARCIA-GIMENO, 2012; CAETANO; PAGANO, 2019).

Uma das questdes epidemiolégicas mais importantes na transmissdo é o estado do
animal portador da bactéria. Os animais sdo portadores assintomaticos de salmonelas que
afetam os humanos, o que dificulta sua deteccdo na linha de producgéo de produtos de origem
animal. A falta de sintomas nesses animais e as dificuldades técnicas para sua deteccao antes
ou durante a inspecdo dos produtos de origem animal os convertem em fonte continua de
contaminagdo do meio ambiente e, portanto, dos alimentos (BRASIL, 2011). Além da
transmissdo por ingestao de alimentos contaminados, também pode ocorrer transmissdo pessoa-
pessoa, principalmente em hospitais, e pelo contato com animais infectados, afetando
veterinarios e trabalhadores de fazendas e granjas (SHINOHARA et al, 2008).

Recentemente, tem ocorrido o aumento de cepas de Salmonella spp. resistentes a
antimicrobianos clinicamente importantes, o que tem sido um problema no mundo todo. Essas
cepas ocorrem com o uso indevido de antimicrobianos, por motivos profilaticos ou terapéuticos,
por animais e humanos, além de uso como promotores de crescimento na producdo animal.
Salmonella é capaz de desenvolver essa resisténcia devido a mecanismos que inativam os
agentes antimicrobianos seja por degradacdo ou modificacdo na estrutura do agente, aumento
da impermeabilidade das células bacterianas a antibidticos, ativacdo de bombas de efluxos ou
modificagcdes nos alvos dessas drogas (CAETANO; PAGANO, 2019).
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1.4 Justificativa

Salmonella spp. ¢ um microrganismo de preocupac¢do mundial, que causa danos e
prejuizos na satde e na economia, por exemplo, quando causa a doenca salmonelose. E
importante monitorar sua ocorréncia e ter programas de vigilancia que sdo capazes de realizar
seu controle de forma eficaz, reduzindo a subnotificacdo para um melhor panorama desta
doenca e sendo feitas acdes para a diminui¢do da transmisséo do microrganismo nos alimentos
e ambientes.

Um dos focos da disseminacdo da doenca sdo os restaurantes em que, por deficiéncia
em BPF e o aumento em numero da populacdo que escolhe fazer suas refeicdes nesses
estabelecimentos. Nesse ambiente ocorre transmissdo do microrganismo por manipulacdo de
alimentos contaminados, de superficies e por contaminacdo cruzada entre alimentos e
superficies, como por manipulacdo dos alimentos pelos funcionarios ou clientes do
estabelecimento (no caso de restaurantes self-service). A pesquisa de Salmonella spp. em tabuas
de corte utilizadas em restaurantes localizados no municipio do Rio de Janeiro pode contribuir

com dados importantes para Vigilancia Sanitéria e para futuras pesquisas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Pesquisar a presenca de Salmonella spp. em tébuas de corte utilizadas para

processamento de alimentos em restaurantes localizados no municipio do Rio de Janeiro.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar a pesquisa de Salmonella spp. nas amostras coletadas;
e Verificar a percentagem de amostras e de restaurantes que apresentaram resultados

positivos para Salmonella.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta das amostras

Foram coletadas 32 amostras de tabua de corte de polietileno, duas em cada restaurante,
totalizando 16 restaurantes. As amostras foram coletadas no periodo de 14 de junho a 17 de
setembro de 2021. As andlises foram realizadas no Setor de Alimentos do Departamento de
microbiologia do INCQS/Fiocruz.

A coleta foi realizada por esfregadura de uma esponja de poliuretano estéril embebida
em agua peptonada tamponada a 1% (Merck, Alemanha) na superficie de 25 cm? da tabua de
corte de polietileno. A esponja foi levada ao restaurante em saco plastico estéril Whirl-pak de
710 mL (NASCO, USA) contendo 100 mL de agua peptonada tamponada 1% (MERCK,
Alemanha).

As amostras foram coletadas no domingo durante o horario do almogo, periodo de maior

atividade dos restaurantes e armazenada sob refrigeracéo a 2-10°C até o momento da analise.

3.2 Pesquisa de Salmonella

A metodologia utilizada para o estudo foi a descrita Andrews, et al. (2021), no
Bacteriological Analytical Manual/ Food and Drug Administration (BAM/FDA). Foi adaptada
para utilizar &gua peptonada tamponada a 1% como meio de coleta e ndo o caldo Dey-Engley
pois a amostra coletada foi utilizada para investigar a presenca de diferentes microrganismos,

néo apenas Salmonella spp.

3.2.1 Cepas de referéncia

As seguintes cepas de referéncia foram utilizadas como controles durante as analises:
= Salmonella Typhimurium INCQS 150 (ATCC 14028)
= Escherichia coli INCQS 033 (ATCC 25922)
= Staphylococcus aureus INCQS 015 (ATCC 25923)
= Proteus vulgaris INCQS 106 (ATCC 13315)
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3.2.2 Pré-enriquecimento

O saco plastico contendo a esponja com o diluente foi homogeneizado em
homogeneizador peristaltico ESH (MERCK, Alemanha) em velocidade numero dois por 60
segundos.

Apdbs a homogeneizacdo, foram transferidos 25 mL do conteudo de agua peptonada
tamponada a 1%, que estava em contato com a esponja, para um erlenmeyer de 100 mL. O

erlenmeyer foi identificado com o nimero da amostra e incubado a 35 + 2 °C por 24 horas.

3.2.3 Enriquecimento seletivo

Apos a incubacéo do caldo de enriquecimento, foram transferidos 0,1 mL e 1,0 mL para
10 mL dos caldos de enriquecimento seletivo Rappaport-Vassiliadis (Difco, EUA) e
Tetrationato (Himedia, India), respectivamente. Ao meio tetrationato foram adicionados 0,1 mL
de solucdo verde brilhante 0,1% (Merck, Alemanha) e 0,2 mL de solucdo iodo-iodeto de
potéssio (INLAB,Brasil; Sigma). O tubo de tetrationato foi incubado a 35 + 2°C e o de
Rappaport-Vassiliadis a 42+ 2 °C, ambos por 24 horas.

3.2.4 Plagueamento seletivo

Para o isolamento de Salmonella spp. foram utilizados os meios seletivos agar Xilose,
Lisina, Desoxicolato (XLD) (Merck, Alemanha) e o agar entérico Hektoen (HK) (Difco, EUA).
Com o uso de alca bacterioldgica de 10 pl, uma aliquota de cada caldo de enriquecimento
seletivo foi semeada, pela técnica de esgotamento, nos meios XLD e HK e as placas foram
incubadas a 35 = 2 °C por 24 horas. Foram utilizadas as cepas de referéncia Salmonella
Typhimurium como controle positivo de selecdo e indicacgdo, Escherichia coli controle negativo
de indicacdo e Staphylococcus aureus, como controle negativo de selecéo.

As caracteristicas do crescimento de Salmonella spp. em cada um dos meios s&o:

agar HK: colbnias verdes-azuladas ou azuis, podendo conter centro negro brilhoso ou
ndo. Salmonella sp. também pode aparecer como col6nias totalmente negras.

agar XLD: coldnias vermelhas transparentes, podendo conter centro negro brilhoso ou

n&o, ou colbnias totalmente negras.
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3.2.5 Triagem bioquimica das coldnias suspeitas

Foram selecionadas duas ou mais col6nias suspeitas nos meios XLD e HK e semeadas
com a utilizacdo de uma agulha bacteriologica, em agar triplice acucar ferro (TSI) (EMD,
EUA), &gar lisina ferro (L1A) (Difco, EUA) e &gar ureia (Merck, Alemanha) e incubados a 35
+ 2 °C por 24 horas, para observacdo do comportamento bioquimico caracteristico em cada
meio. Foram utilizadas as cepas de referéncia Salmonella Typhimurium como controle positivo,
Escherichia coli e Proteus vulgaris como controles negativos. O crescimento caracteristico de
Salmonella spp. no &gar TSI é superficie alcalina (vermelha) e base &cida (amarela) com
producédo de H>S; no agar LIA é superficie alcalina e base alcalina (violeta) com produgéo de
H>S; e no 4gar ureia ndo é observada alteracdo de coloracdo do meio pela auséncia da enzima

urease.

3.2.6 Sorologia polivalente

Nas coldnias suspeitas que tiveram crescimento caracteristicos na triagem bioguimica
foram realizadas a sorologia polivalente para confirmacéo de Salmonella spp. Nos tubos de TSI
foram adicionados aproximadamente 0,5 mL de solucdo de cloreto de sédio a 0,85% e
homogeneizados em aparelho tipo vortex obtendo uma suspensdo. Foi colocada uma gota da
suspensdo obtida na superficie de uma placa de Petri estéril e uma gota da solucéo de cloreto
de sddio a 0,85% para verificar a presenca de auto aglutinacdo e descartar a possibilidade de
resultado falso-positivo. Apos isto, foi adicionada outra gota da suspensdo obtida do
crescimento e foi acrescentada uma gota de soro polivalente para Salmonella
(FIOCRUZ/IOC/LABENT), para a verificacdo de aglutinacédo pela reacdo antigeno-anticorpo

Os isolados identificados como Salmonella spp. foram estocados em criotubos para
posterior envio para o Laboratorio de Referéncia Nacional de Salmonella do Instituto Oswaldo
Cruz - IOC/Fiocruz.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Estabelecimentos de servigos de alimentagdo sdo partes importantes na epidemiologia
da Salmonella spp., j& que esse microrganismo pode contaminar diferentes ingredientes, 0s
manipuladores de alimentos, superficies e utensilios (FIRESTONE, 2018). Em Michigan, nos
Estados Unidos da América (EUA), um Unico restaurante foi responsavel por um surto
prolongado de Salmonella Mbandaka, que teve duracdo de 2008 até 2018, quando foi
evidenciada através de resultados de amostras ambientais e dos funcionarios. Durante a
investigacdo do restaurante, 49% das amostras ambientais deram positivo para a presenca de
Salmonella, além de amostras positivas para empregados assintomaticos (NETTLETON et al,
2021).

Um tipo de amostra ambiental sdo as tdbuas de corte, amostra escolhida para o presente
trabalho. A coleta das amostras por esfregadura de esponja estéril, também foi utilizada por
Mendes (2011), na coleta de amostras de superficies de equipamentos e utensilios de um
restaurante de uma universidade publica de Minas Gerais.

Das 32 amostras de tabuas de corte coletadas, foi observada a presenca de Salmonella
spp. em oito delas (25,0%). Em relacdo ao nimero de restaurantes, a bactéria estava presente
em seis dos 16 restaurantes selecionados (37,5%), com restaurantes obtendo resultados
positivos em apenas uma das amostras de tabuas (n=4) ou nas duas amostras coletadas (n=2)
(Tabela 1).

Tabela 1 — Resultados das analises das amostras de tdbuas de corte de restaurantes.
Restaurante  Amostra Resultadoem 25 mL Restaurante Amostra Resultado em 25 mL

1 1 Auséncia 9 17 Presenca
2 Auséncia 18 Auséncia
2 3 Presenca 10 19 Auséncia
4 Presenca 20 Auséncia
3 5 Auséncia 11 21 Presenca
6 Auséncia 22 Auséncia
4 7 Auséncia 12 23 Presenca
8 Auséncia 24 Auséncia
5 9 Auséncia 13 25 Auséncia
10 Auséncia 26 Auséncia
6 11 Presenca 14 27 Auséncia
12 Presenca 28 Auséncia
7 13 Presenga 15 29 Auséncia
14 Auséncia 30 Auséncia
8 15 Auséncia 16 31 Auséncia
16 Auséncia 32 Auséncia

Fonte: Do autor
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Para a coleta de amostras de tabuas de corte ndo foram utilizados o codigo de cores de
tabuas para a manipulacédo de diferentes tipos de alimentos como parametro. Esse sistema s
estava implementado em alguns restaurantes e, mesmo assim, ndo era utilizado de forma
correta, fazendo a manipulacao de diferentes alimentos em um Unico tipo de tabua.

Mapelu e Onyango (2018) analisaram, por meio de questionarios, as cozinhas de 10
hoteis em que todos utilizaram o sistema de cores para tabuas de corte. Porém, 17% dos
funcionarios indicaram que nem sempre sao utilizados da forma pretendida, j& que, em alguns
hotéis, ndo havia quantidade necessaria de tabuas e os funcionarios eram obrigados a
compartilha-las para manipular diferentes tipos de alimentos.

Segundo estudo realizado por Pinheiro, Wada e Pereira (2010), que analisaram tabuas
de corte de uma instituicdo de ensino superior em Sao Carlos, S&o Paulo, para a presenca de
bactérias aerobias mesofilas, bolores e leveduras e enterobactérias, foi constatado que 90% das
amostras estavam contaminadas por alguns desses microrganismos. Braccini et al. (2018)
analisaram 15 amostras de tabuas de corte de restaurantes do municipio de Santa Maria — Rio
Grande do Sul, coletadas durante o periodo de agosto a outubro de 2016. Observaram que
64,7% das amostras tiveram contagem de microrganismos superiores a 1.000 UFC/cm?. As
analises realizadas foram: contagem total de bactérias, contagem de coliformes totais e de
Staphylococcus sp.

Em relacdo a Salmonella spp., Cossi et al. (2014) visitaram quatro agougues localizados
em Vicosa — Minas Gerais e, em cada, foram coletadas 32 amostras de superficies como: méos
dos empregados, tabuas de corte, facas, chdo da sala de refrigeracdo e equipamentos de
processamento de carne. Dessas superficies, foi observada a presenca de Salmonella spp.
apenas nas tabuas de corte. Estava presente em cinco das 32 amostras coletadas, distribuidas
em trés dos quatro acougues visitados. Os resultados encontrados pelos autores, em relacéo a
presenca de Salmonella spp. nas de tabuas de corte analisadas, foram semelhantes ao presente
trabalho. Em relacdo aos estabelecimentos, Salmonella spp. estava presente em 75% dos
acougues, enquanto nos restaurantes foi observada a presenca em 37,5% deles. Essa diferenca
pode ser explicada pelos alimentos manipulados em cada tipo de estabelecimento, sendo
acougue local de manipulacéo de apenas carnes de diferentes origens, e 0 numero de amostras
coletadas de cada local.

Mezzari e Ribeiro (2012) conduziram um estudo onde fizeram avaliagdo de condicoes
higiénico-sanitarias da cozinha de uma escola municipal de Campo Mourao — Parana. Uma das
analises realizadas foi a pesquisa de Salmonella spp. em uma tdbua de legumes e uma de carnes,

onde apenas foi observada a presenca de Salmonella spp. na tdbua de carne. Ja Abreu e Cabral
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(2005) analisaram 25 tabuas de corte de madeira de diferentes bares, restaurantes e residéncias
dos municipios de Franca e Batatais, Sdo Paulo, e Salmonella spp. estava presente em 16,7%
das tabuas, resultado inferior aos encontrados no presente estudo.

A presenca de Salmonella spp. em tabuas de corte é uma preocupacao pois 0s surtos por
Salmonella spp. estédo mais relacionados com casos de contaminagéo cruzada do que alimentos
malcozidos, ja que a bactéria normalmente se encontra na superficie do alimento e ndo no
interior (M@RETR® et al, 2021). Patel et al (2010) realizaram investigacdo, através de um
questionario, de um surto de Salmonella Montevideo no Arizona, EUA, que aconteceu em
2008. Os infectados tinham visitado estabelecimentos de uma rede de restaurantes, em que
comeram pratos contendo frango e/ou coentro. Na investigacéo, evidenciaram que todos os
estabelecimentos receberam frango contaminado com a cepa de um mesmo fabricante e, nos
trés principais estabelecimentos responsaveis pelo surto, havia limpeza ineficaz de superficies,
incluindo tabuas de corte de frango, onde conseguiram isolar a cepa de Salmonella Montevideo.
A limpeza ineficaz de superficies resultou na contaminagdo de coentro, ja que lotes recebidos
tiveram resultado negativo para Salmonella Montevideo, antes de seu uso.

A utilizacdo de utensilios contaminados também pode acarretar a transferéncia de
microrganismos para alimentos prontos para consumo, como Barcelos et al. (2016) observaram
ao analisar saladas contendo maionese comercializadas em restaurantes. Coletaram quatro
amostras em cada um dos cinco restaurantes selecionados, onde Salmonella spp. estava presente
em 30% das amostras, 0 que apresenta risco, ja que € um alimento que nao passara por nenhum
tratamento térmico.

Para observar a transferéncia da Salmonella spp. e Campylobacter da superficie de
carnes para a tdbua de corte, Sarjit e Dykes (2017) utilizaram carne de peito de frango com pele,
em que inocularam suspenséo de diferentes cepas ATCC de Salmonella spp. e Campylobacter
na superficie das carnes por 10 minutos e, apés, foram colocadas em contato com tabuas de
corte, previamente higienizadas e desinfetadas. Os autores observaram que as transferéncias de
todas as cepas de Salmonella spp. da carne para a tdbua de corte foram maiores do que as cepas
de Campylobacter. Bactérias patogénicas como Salmonella spp sdo capazes de sobreviver por
um longo tempo nessas superficies, aumentando potencialmente em nimero ao longo do tempo.

Por isso é recomendada a troca de tabuas de corte na manipulacdo de alimentos
diferentes e a lavagem das mé&os, para evitar a contaminacgéo cruzada (M@RETR® et al, 2021).
Porém, ainda pode ocorrer a persisténcia da bactéria mesmo apés higienizacdo das tabuas, no
caso da Salmonella spp., devido a sua capacidade de formar biofilme, que pode protegé-la de

acdo de desinfetantes. Esse biofilme permite que Salmonella spp. persista no ambiente e serve
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de reservatorio da bactéria em casos de contaminacdo recorrente, 0 que pode resultar em
multiplos surtos de DTA (CORCORAN et al, 2014). Dantas et al. (2017) conseguiram
comprovar a formagédo de biofilme por Salmonella Enteritidis em trés tipos de tdbua de corte
(madeira, plastico e vidro) e a influéncia dessa estrutura na permanéncia da bactéria nessas
superficies, antes e apos limpeza. Foi observado que, apds limpeza, a recuperacdo das cepas foi
maior quando houve formacéo de biofilme em todos os tipos de tabuas, em taxas diferentes, do

que guando ndo houve formacao de biofilme.
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5. CONCLUSAO

Foi observada a presenca de Salmonella spp. em 25,0% das amostras de tbuas de corte
analisadas, distribuidas em 37,5% dos restaurantes selecionados.

Devido a capacidade de permanéncia da bactéria no ambiente e do seu potencial de
contaminar outros alimentos e superficies, a presenca da Salmonella spp. nos restaurantes

representa um grande risco a satde da populacéo.
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