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CAPITULO 26
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RESUMO: Os alimentos de origem vegetal tém
sido apontados como fontes de contaminacao
de microrganismos patogénicos, especialmente
em condicbes em que os padrdes de seguranca
dos alimentos apresentam falhas. As infeccoes
por esses microrganismos podem ainda ser de
dificil tratamento caso os mesmos adquiram
resisténcia aos antimicrobianos. Assim,
objetivou-se analisar as condi¢cdes higiénico-
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sanitarias de frutas e hortalicas comercializadas
em feiras-livres e no mercado municipal da
cidade de Capanema, Para, bem como, tracar
o perfil de resisténcia antimicrobiana dos
microrganismos identificados. O levantamento
das condicdes higiénico-sanitarias foi efetuado
por meio da aplicagdo de um check-listbaseado
na Resolucdo RDC n° 216 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e para a
identificacdo dos microrganismos e testes de
sensibilidade aos antimicrobianos foi utilizado o
equipamento Vitek 2. De modo geral, 65% dos
pontos comerciais avaliados foram classificados
como “ruins”. Nas analises microbiolégicas
12 géneros de bactérias foram identificados,
sendo que os mais frequentes foram Klebsiella,
Enterobacter, Escherichia e Pseudomonas. Os
microrganismos isolados passaram por testes
de sensibilidade aos antimicrobianos, visando
tracar o perfilde resisténcia bacterianaadiversos
antibidticos. As bactérias mais resistentes
foram as dos géneros Klebsiella, Enterobacter
e Pseudomonas, e os antimicrobianos aos
quais 0s microrganismos apresentaram maior
resisténcia foram  Ampicilina, Cefoxitina,
Cefuroxima Axetil,
Colistina.

PALAVRAS-CHAVE: hortifrutis;
bacteriana; segurancga dos alimentos.

Ampicilina/Sulbactam e

resisténcia

ABSTRACT: Foods of plant origin have been
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identified as sources of contamination of pathogenic microorganisms, especially in
conditions where food safety standards are faulty. Infections by these microorganisms
can still be difficult to treat if they become resistant to antimicrobials. The objective
of this study was to analyze the hygienic-sanitary conditions of fruits and vegetables
marketed in fairs and in the municipal market of the city of Capanema, Para, as well
as to outline the antimicrobial resistance profile of the identified microorganisms.
The survey of hygienic-sanitary conditions was carried out through the application
of a checklist based on Resolution RDC n° 216 of the National Agency of Sanitary
Surveillance (ANVISA) and for the identification of the microorganisms and antimicrobial
susceptibility tests the Vitek equipment was used 2. In general, 65% of the commercial
points evaluated were classified as “bad”. In the microbiological analyzes 12 genera of
bacteria were identified, the most frequent being Klebsiella, Enterobacter, Escherichia
and Pseudomonas. The isolated microorganisms underwent antimicrobial sensitivity
tests, aiming to trace the bacterial resistance profile to several antibiotics. The most
resistant bacteria were Klebsiella, Enterobacter and Pseudomonas, and the most
resistant microorganisms were Ampicillin, Cefoxitin, Cefuroxime Axetil, Ampicillin /
Sulbactam and Colistin.

KEYWORDS: hortifratis; bacterial resistance; food safety.

11 INTRODUCAO

A poucas décadas atras, uma das maiores preocupacdes da saude publica girava
em torno das doencgas de origem alimentar, o que era motivo de um alto indice de
mortalidade. Porém, esse cenario teve sua mudanca com a chegada dos antibiéticos,
0 que trouxe maior sucesso no combate a essas enfermidades, diminuindo os casos
de morte. No entanto, logo os microrganismos desenvolveram a capacidade de resistir
aos farmacos, tornando essa resisténcia um novo desafio para a terapia médica
(Seibert et al., 2014).

Os alimentos de origem vegetal tém sido apontados como grandes veiculadores
de microrganismos patogénicos (Bezerra, 2015), e os mesmos podem ser de dificil
tratamento caso apresentem resisténcia aos medicamentos. Esses alimentos também
podem ser um meio de propagacéo da resisténcia entre 0 meio ambiente e o ser
humano. Desta forma, é importante que a seguranca dos alimentos seja priorizada,
minimizando assim os riscos de infec¢des alimentares e de disseminacéo da resisténcia
antimicrobiana.

Bertolino (2010) aponta que € necessario que o alimento seja seguro e nao
apresente falhas que possibilitem a contaminagcao do produto, pois ndo basta que o
mesmo tenha boa aparéncia, odor, sabor e uma bela embalagem, é importante que os
alimentos sejam disponibilizados em quantidade e qualidade adequadas.

Segundo Souza (2006) o anseio pela melhoria continua, o aumento das
preocupacdes com os consumidores e da competitividade entre as organizacoes, fez
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com que o comércio desenvolvesse procedimentos que visassem aumentar a qualidade
sanitaria dos produtos comercializados. A partir disso, surgiram as Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF), que sdo procedimentos necessarios para garantir a qualidade
sanitaria dos alimentos, abordando a estrutura fisica da organizacao, a disposicao de
equipamentos e utensilios, higiene e comportamento dos manipuladores de alimentos,
higienizacao e sanitizagdo de superficies e fluxos dos processos desenvolvidos.

As feiras-livres, por exemplo, sé&o locais com caracteristicas especificas que
geralmente possuem situacbes favoraveis para o crescimento e proliferacdo de
microrganismos. Os problemas verificados nesses locais podem estar, muitas vezes,
relacionados as mas condi¢des higiénico-sanitarias das bancas, que podem estar
guebradas, mofadas, umidas e sujas, e ainda, por conta de vestimenta inadequada
dos manipuladores e higiene incorreta dos produtos comercializados (XAVIER, 2009).

Na cidade de Capanema, o mercado municipal e as feiras-livres sao as principais
fontes de alimentos para a populacéo local e municipios vizinhos, sendo destaque na
comercializagdo de frutas e hortalicas e atraindo centenas de pessoas por dia. Com
base nesse contexto, objetivou-se com essa pesquisa analisar as condi¢des higiénico-
sanitarias de frutas e hortalicas comercializadas em Capanema, Para, bem como,
tracar o perfil de resisténcia antimicrobiana dos microrganismos identificados.

2| METODOLOGIA

2.1 Tipo de pesquisa e caracterizacao do local de estudo

Esta é uma pesquisa quantitativa e de delineamento transversal que foi realizada
no mercado municipal e em uma feira-livre da cidade de Capanema, Para, durante o
ano 2017. A cidade localiza-se aproximadamente 160 km da capital do Estado. Situa-
se no Nordeste paraense, proxima as coordenadas: latitude 01°11°45” sul e longitude
47°10°’51” oeste, em uma altitude de 24m. O municipio (Figura 1) possui 614,693m?2 de
extensao rica em calcario.
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2.2 Amostragem e levantamento de dados sobre as condicdes higiénico-
sanitarias

Noslocaisde estudo foramidentificados 22 pontos comerciais de frutas e hortalicas,
9 no mercado municipal e 13 na feira-livre. Para cada comerciante, foi apresentado um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), o qual foi assinado por 20 (91%)
vendedores, 7 no mercado municipal e 13 na feira-livre, concordando em participar
da pesquisa, sendo este o método de inclusdo adotado, sendo excluidos do estudo
aqueles que nao concordaram em participar da pesquisa.

Aos participantes foi aplicado um questionario check-list baseado na Resolugcao
RDC n° 216, de 15 de setembro de 2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), contendo questdes relativas as condicbes sanitarias do comércio de
alimentos, sendo composto por 22 quesitos de avaliagc&o divididos em quatro critérios,
como demonstrado na tabela 1.

ETAPAS CRITERIOS N° DE QUESITOS
1 Instalagcbes 7
2 Utensilios 4
3 Manipuladores 5
4 Higiene dos alimentos 6
TOTAL 22

Tabela 1: Etapas e numero de quesitos utilizados para a avaliagéo por check-list.

Os pontos comerciais avaliados foram classificados com base no que é indicado
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pela ANVISA, de trés formas, como BOM: 75 a 100% de atendimento; REGULAR: 50
a 74,9% de atendimento e RUIM: de 0 a 49,9% de atendimento dos quesitos.

2.3 Amostragem e analises microbioldgicas

Para as analises microbioldgicas, foram selecionadas aleatoriamente 10 barracas
de venda, 4 no mercado municipal e 6 na feira-livre, e de cada uma foram coletadas 3
amostras de hortifratis, compostas por macéas, goiabas, coentro, couve a alface.

ApoOsacoleta, asamostrasforamencaminhadas ao Laboratorio de Enteroinfec¢des
Bacterianas I, da Secao de Bacteriologia e Micologia do Instituo Evandro Chagas,
Para. Para analise de Salmonella spp. e outras possiveis enterobactérias foi utilizada
uma metodologia adaptada da disposta no Manual Técnico de Diagnéstico Laboratorial
de Salmonella spp. de 2011, do Ministério da Saude, Brasil.

As amostras foram maceradas, e 25 gramas de cada alimento foram adicionadas
em 225mL de Caldo Lactosado e incubado a 35°C por 24 horas. Ap6s esse periodo,
para enriquecimento em caldo seletivo, foi coletado 1mL de cada amostra para 10mL
de cada um dos seguintes caldos: Tetrationato (TT), Rappaport (RP) e Gram Negativo
(GN). Os tubos contendo os caldos foram entdo homogeneizados, os caldos GN e
TT foram incubados a 35°C/24h e os caldos RP a 42°C/24h. Em seguida, os caldos
TT e RP foram semeados em placas contendo meio Agar SS (Salmonella Shigella) e
em placas de meio Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD), ja o caldo GN foi semeado
em meio MacConkey (MC) e ambos foram incubados a 35°C/24h. As colénias com
caracteristicas suspeitas de enterobactérias foram semeadas em tubos contendo
Agar triplice agucar e ferro (TSI) e incubadas a 35°C/24h para possivel identificacéo
presuntiva e posterior identificacao bioquimica e testes de sensibilidade. Aidentificacéo
bioquimica das cepas cultivadas e o teste de sensibilidade aos antimicrobianos foram
realizadas por meio de sistema automatizado Vitek 2.

2.4 Analise dos dados

Para analise final, todos os dados das condicdes higiénico-sanitarias e analises
microbioldgicas foram tabulados em planilhas eletrénicas através do software Microsoft
Excel® 2016, onde também foram gerados os graficos e tabelas.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise por check-list

Com base nos dados levantados por meio do check-list, verificou-se que os pontos
comerciais estudados, tanto no mercado municipal quanto na feira-livre, apresentavam
varios critérios em nao conformidade com o que é indicado pela ANVISA. Assim, dos
20 pontos de vendas analisados, 13 (65%) foram classificados como ruins, seguidos
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de 4 (20%) classificados como regulares e apenas 3 (15%) como bons (Figura 2).

3 (15%) 5
om
Regular
13 (65%) 4 (20%)
® Ruim

Entre os critérios avaliados, as instalagdes dos pontos de vendas foi o que
apresentou menor atendimento aos quesitos, com apenas 41,5% dos locais em
conformidade com a legislacéo vigente. Santos et al. (2015) avaliaram as condicbes
higiénico-sanitarias do comércio de alimentos em uma feira de Recife-PE e obtiveram
resultados semelhantes, onde o percentual de atendimento dos quesitos de instalacdes
foi de apenas 41,74%, um valor considerado baixo.

Os maiores problemas identificados nas instalacées foram a auséncia de um
local adequado para a estocagem de lixo e a falta de abastecimento de agua corrente,
fatores estes que podem provocar a contaminagao dos alimentos e, consequentemente,
pdr em risco a saude dos consumidores. Segundo a RDC n° 216/2004 os residuos
devem ser frequentemente coletados e estocados em local fechado e isolado da area
de armazenamento dos alimentos para que sejam evitados focos de contaminacéao e
atracao de vetores e pragas urbanas.

Os percentuais de atendimento de cada critério nos dois setores de estudos
estdo apresentados na tabela 2. Além dos problemas identificados nas instalagoes,
diversas falhas também foram detectadas em relacédo aos outros critérios avaliados,
tais como utensilios de material contaminante, de dificil higienizacdo e armazenados
em locais improprios, ndo uso de uniformes adequados por parte dos manipuladores e
armazenamento inadequado das frutas e hortalicas, estando as mesmas desprotegidas
de insetos, poeira e outros fatores que podem colocar em risco a seguranca dos

alimentos.
Critérios Setores
N° de quesitos L L
avaliados Mercado Municipal (%) Feira-livre (%)
Instalagcbes 7 41 42
Utensilios 4 75 67
Manipuladores 5 34 57
Higiene dos alimentos 6 50 47

Tabela 2: Percentual de atendimento aos critérios avaliados em cada setor

Ferreira et al. (2016), também utilizaram uma lista de verificagdo baseada na

A Producao do Conhecimento nas Ciéncias da Saude Capitulo 26



RDC n° 216 da ANVISA, com o intuito de analisar as boas praticas de manipulacao de
frutas e hortalicas comercializadas em feires-livres de Vitéria - ES e as classificaram
como regular, com o percentual de adequacao das barracas variando de 50 a 64,51%.

Outro trabalho semelhante foi desenvolvido por Raimundo et al. (2015) em
Curitiba-PR, a fim de avaliar as boas praticas em servicos de alimentacdo do mercado
municipal da cidade. Com este estudo os autores observaram que os estabelecimentos
atendiam entre 50 a 75% aos quesitos avaliados, sendo também classificadas como
regular. O mesmo autor ressalta que embora o programa de Boas Praticas tenha
carater obrigatorio no que compete os servicos de alimentagéo, diversos locais ainda
se encontram em desacordo com 0s requisitos exigidos pela legislacdo sanitaria e
que isto deve ser revisto e melhorado para garantir que as mas condic¢des higiénicas-
sanitarias ndo coloquem em risco a saude dos consumidores.

3.2 Analises Microbiol6gicas

Analises microbiologicas foram realizadas em 30 amostras, coletadas em
10 das 20 barracas que compuseram a amostragem do estudo. Entre os hortifritis
analisados, as amostras de couve foram as que apresentaram maior frequéncia (31%)
de microrganismos, enquanto que a alface foi a que apresentou menor quantidade
(8%), como pode ser observado na figura 3.

n
26% 18% a Maca
(Goiaba
17% m Couve
8% m Alface
Cheiro-verde

31%

Segundo Pinheiro et al. (2005), hortalicas como couve, cheiro-verde e alface séo
facilmente contaminadas por microrganismos, seja pelas mas praticas de manipulacao
ou através da agua de irrigacao ou do solo, enquanto que goiabas e macas geralmente
séo ingeridas com casca, facilitando a transmissdo de possiveis bactérias para os
consumidores, risco que pode ser minimizado quando as frutas sao descascadas
antes de consumidas, pois a casca pode funcionar como uma barreira parcial para a
penetragcdo dos microrganismos.

Entre os microrganismos que podem ser transmitidos por alimentos, um
dos que mais causam preocupagcdo a saude publica sdo as bactérias do género
Salmonella. No presente estudo, em nenhuma das amostras foi detectada a presenca
de Salmonella spp., porém, diversos outros géneros bacterianos foram observados,
sendo eles: Acinetobacter, Kluyvera, Pseudomonas, Serratia, Aeromonas, Citrobacter,
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Cronobacter, Enterobacter, Klebsiella, Pantoea, Proteus e Escherichia. Entre estes, os
géneros mais frequentes foram Klebsiella, Enterobacter, Escherichia e Pseudomonas
(Figura 4).

25
20

15
10
ARB N
0

GEéneros

Quantidade absoluta

As bactérias do género Klebsiella e Enterobacter podem desenvolver reagdes
indesejadas nos alimentos, acelerando a deterioracdo dos mesmos. As Enterobacter
séo integrantes naturais da microbiota intestinal do ser humano, porém, assim como
Pseudomonas, sao também oportunistas, podendo tornar-se agentes de doencas de
origem alimentar (Franco, 2003).

Os resultados aqui apresentados corroboram com os dados levantados por
Welker et al., (2010). Esses autores realizaram anélises microbiolégicas em alimentos
envolvidos em surtos de doengas transmitidas por alimentos ocorridas no estado do Rio
Grande do Sul e detectaram que Eschericia colitambém foi o terceiro microrganismos
mais frequente nas amostras analisadas, ficando atras apenas de Salmonella spp. e
Staphylococcus coagulase positiva.

Barbosa (2014) avaliando o perfil microbiolégico de amostras de couves
comercializadas em supermercados da cidade de Brasiliatambém detectou a presenca
de diferentes microrganismos entéricos, tais como Salmonella, Escherichia coli, S.
aureus e Listeria monocytogenes, concluindo que essas hortalicas representavam
riscos aos clientes.

3.3 Resisténcia aos Antimicrobianos

A partir das amostras coletadas foram isoladas 96 cepas bacterianas, as mesmas
foram submetidas ao teste de sensibilidade aos antimicrobianos, sendo testada a
resisténcia dos microrganismos contra diversos antibi6ticos. Entre as cepas isoladas,
83 (86,4%) foram resistentes a um ou mais antimicrobianos, sendo que dos géneros
com maior frequéncia, Klebsiella, Enterobacter e Pseudomonas foram o0s que se
mostraram mais resistentes. As cepas de Klebsiella e Enterobacter, por exemplo,
foram 100% resistentes a Ampicilina, enquanto que Pseudomonas apresentaram maior
resisténcia aos farmacos Cefuroxina, Cefuroxina Axetil e Cefoxitina (100%) (Figura 5).
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Santana et al. (2012), investigaram a resisténcia de Klebsiella pneumoniae e
verificaram que 90% das cepas apresentaram resisténcia a ampicilina. Esses dados
podem ser comparados aos do presente trabalho, sendo que ambos mostraram que
essa droga pode ser ineficiente para o tratamento de infeccbes causadas por Klebsiella
spp., ja que se mostram significativamente resistentes ao farmaco.

Na tabela 3 podem ser observados todos os géneros isolados nesse trabalho, a
partir de cada tipo de amostra, e o perfil de resisténcia que as bactérias apresentaram
a cada antimicrobiano testado.

Amostra [Géneros isolados % Resisténcias aos antibiéticos
(N°) (N°) 1|2 |3|4a|5|6|7[8|9[10[11]12(13[14a[15 16| 17 |18
Cronobacter (1) | - - - |100|100({100| - | - | - - - -
Enterobacter (7) (100|100 | - | - |71 (100 - | - | - | - | - | -|-| - | - - |14
Escherichia (1) - - -l - - N - N -
Maca (17)| Klebsiella(4) [(100| - | - | - | - | - | -| - | - | - | -|-|-1|-1-
Pantoea (1) - EE T R - -1 - - N I R
Pseudomonas(1) | 100 | 100 | - - |100| - [ -| - | - - I
Serratia (2) 100(100| - [100(100| - |[-| - | - | - | -|-|-|-1|~-]| - |100
Goiaba | Enterobacter(9) |100|100| - | - |100| 89 | - | - | - CO I N
(16) Klebsiella(7) [100] - | - | - | - | - |-|-|-|-1|-]-]-/-
Acinetobacter (5) | 100 | - - |100|100|100| - | - - - -l - - -
Aeromonas (3) |100[100| - | - | - - -] -] - A
Citrobacter (2) 100|100 | - | - | - [100| - | - | - | - |- |-|-|-|-1|-1 -
Enterobacter(3) 100|100 | - |33 |33 (100 - |67 | - |67 | - | - | - -
Escherichia (5) - - -l - - - - - -] -] - - - R
Couve (30)
Klebsiella(4) |100| - | - [100[100[100| - {100| - |100| - | - | -| - | - | - | - |25
Kluyvera (2) 100 - | - |100|100| - |- | - | - S - R
Proteus(3) - - - - - - -] - - - |67 -] - - - (100|100
Pseudomonas(2) | 100|100 | - [100(100{100| - |50 | - - - - - - - | 50 -
Serratia (1) - -l - - - - - -] - - -1-1-1- 1100|100
Escherichia(3) |33 | 33 | - |33 33| - | -] - - 183 - -1 - -
Alface (8) | Klebsiella(1) [100| - | - | - | - | - |-|-{-|-|-|-|-|-1-
Pseudomonas(4) | 50 | 50 | - [100|100|100| - |25 | - - -l -1-1-125|25
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Aeromonas (1) |100|100| - | - - - - I
Citrobacter (4) |100|100| - | - |50 [100| - | - | - - - -] -] -
Cheiro-ver-| Cronobacter (2) | - - | - |100|100(100| - | - | - I
de(25) | Escherichia(s) | - | - | - | - |- |- |-|-|-|-|-|-]-]|-
Klebsiella(7) |100| - -l - - - - - -] - - - - R
Pseudomonas (6) | 100|100 | - [100|100|100| - [ 83 | - - -l - - - - | 33

1=Ampicilina, 2=Ampicilina/Sulbactam, 3=Piperacilina/Tazobactam, 4=Cefuroxima, 5=Cefuroxima Axetil, 6=Cefoxitina,
7=Ceftazidima, 8=Ceftriaxona, 9=Cefepima, 10=Ertapenem, 11=Imipenem, 12=Meropenem, 13=Amicacina, 14=Gentami-
cina, 15=Ciprofloxacina, 16=Tigeciclina, 17=Colistina, 18=BLSE-Betalactamase de Espectro Estendido.

Tabela 3: Perfil de resisténcia das bactérias identificadas aos antimicrobianos

Através dos resultados levantados no presente estudo, observa-se que entre 17
farmacos testados nenhuma das bactérias apresentou resisténcia aos antimicrobianos
Piperacilina/ Tazobactam, Ceftazidima, Cefepima, Meropenem, Amicacina e
Genamicina, podendo esses serem 0s mais eficazes em tratamentos contra esses
microrganismos. Aos outros onze antibidticos testados foi detectada resisténcia de um
ou mais dos microrganismos identificados. Os resultados chamam atencdo quanto a
resisténcia observada ao ertapenem para os géneros Klebsiella (100%) e Enterobacter
(67%) isolados de amostras de couve, e Escherichia (33%) isolado de alfaces. Este
antimicrobiano pertence a classe dos carbapenémico, considerado de ultima escolha
terapéutica e cuja resisténcia ocorre devido a atuagcéo de enzimas (carbapenemases)
codificada por genes que podem ser transferiveis entre bactérias de mesmo género
ou géneros diferentes.

4| CONCLUSOES

A partir da analise por check-list voltada para as condi¢des higiénico-sanitarias de
frutas e hortalicas comercializadas em Capanema, Para, concluiu-se que os critérios
de avaliacdo propostos pela ANVISA sobre as Boas Praticas de Fabricacdo dos
alimentos ainda nao s&o atendidos satisfatoriamente nos locais estudados, sendo que
mais de 50% dos pontos comerciais foram classificados como ruins. Diversos fatores
identificados nesta analise podem influenciar a qualidade dos alimentos e maximizar
0s riscos de contaminagao por microrganismos patogénicos e oportunistas, os quais
podem apresentar varios mecanismos de resisténcia antimicrobiana, dificultando
assim, o tratamento de possiveis infec¢des de origem alimentar e aumentando o risco
de propagacao da resisténcia entre bactérias de alimentos e 0 homem. Portanto,
destaca-se a importancia da prevencao de tais riscos, o que pode ser alcangado por
meio de tomadas de medidas cabiveis para assegurar ao maximo a seguranga dos
alimentos.
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