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Resumo

Ao longo da atividade profissional, os trabalhadores podem estar expostos, no seu
ambiente de trabalho, a fatores que representam risco para a sua saude caracterizando-se
como risco ocupacional. No qual inclui o risco biolégico, associados a agentes
microbioldgicos, como bactérias, fungos, virus, endoparasitas entre outros, capazes de
causar doencas graves e colocar em risco a salde publica. Neste trabalho pretende-se
avaliar contaminantes microbiolégicos nomeadamente, bactérias potencialmente
patogénicas incluindo Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA),
Escherichia coli, outros coliformes, Salmonella spp e Shigella spp., em ambientes de
trabalho de contacto com a populacdo nomeadamente em mercearias, 0 que pode

representar um risco para os profissionais das mercearias e afetar toda comunidade.

Foram realizadas recolhas de amostras, através de métodos passivos (Zaragatoa de
superficie) em trés zonas de amostragem (armazém, zona de pagamento e zona de
frutas) de 15 mercearias de Regido de Lisboa. Para cada amostra foi inoculado 100 ul de
suspensdo em meios de cultura seletivos nomeadamente, CHROMagar MRSA,
CHROMagar ECC e S.S. Modified Agar. Apds 24h e 48h de incubacdo a 37°C foram

contabilizadas as Unidades Formadoras de Coldnias e avaliadas as UFC/ml.

Foi detetado a presenca de MRSA, no qual contatou-se que 12 das 15 mercearias
estavam contaminadas, no total 26 UFC/ml as 24h e 40 UFC/ml em 48h, sendo que a
zona com maior prevaléncia de MRSA é a zona de frutas. Também foi detetado a
presenca de E.coli, em 3 das 15 mercearias, com foco na zona de pagamento no qual a
M5 constatou-se incontaveis UFC/ml. As leituras efetuadas a outros coliformes ndo
apresentaram divergéncias associadas ao tempo de leitura no total 14 UFC/ml, com
apenas 2 das 15 mercearias contaminadas. N&o foram detetadas amostras com

Salmonella spp ou Shigella spp.

A presenca de bactérias potencialmente patogénicas, demostra a necessidade da
realizacdo de avaliacOes periddicas e eficientes de forma a reduzir o risco de exposi¢ao

microbiologica para os trabalhadores e os frequentadores das mercearias.

Palavras—chaves: Risco bioldgico, Exposi¢do ocupacional, Bactérias potencialmente

patogénicas, Saude publica.



Abstract

During the course of their professional activities, workers may be exposed, in their work
environment, to factors that represent a risk to their health, which is characterized as
occupational risk. This includes biological risk, associated with microbiological agents,
such as bacteria, fungi, viruses, endoparasites, among others, capable of causing serious
diseases and putting public health at risk. In this work, we intend to evaluate
microbiological contaminants, namely, potentially pathogenic bacteria including
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), Escherichia coli, other coliforms,
Salmonella spp. and Shigella spp., in work environments in contact with the population,
which may represent a risk for grocery store professionals and affect the whole

community.

Samples were collected, using passive methods (surface swabs) in three sampling areas
(warehouse, payment area and fruit area) of 15 grocery stores in the Lisbon Region. For
each sample, 100 ul of suspension was inoculated in selective culture media namely
CHROMagar MRSA, CHROMagar ECC and S.S. Modified Agar. After 24h and 48h of

incubation at 37°C, Colony Forming Units were counted and CFU/ml were evaluated.

The presence of MRSA was detected, in which 12 of the 15 grocery stores were found
to be contaminated, with a total of 26 CFU/ml at 24h and 40 CFU/ml at 48h, and the
area with the highest prevalence of MRSA was the fruit area. E.coli was also detected in
3 of the 15 grocery stores, with a focus on the payout zone in which M5 found countless
CFU/ml. The readings for other coliforms showed no divergence associated with the
reading time, totaling 14 CFU/ml, with only 2 of the 15 grocery stores contaminated.

No samples were detected with Salmonella spp or Shigella spp.

The presence of potentially pathogenic bacteria demonstrates the need for periodic and
efficient assessments to reduce the risk of microbiological exposure for grocery store

workers and patrons.

Keywords: Biological risk, occupational exposure, potentially pathogenic bacteria,

public health
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1-Introducéo

Assegurar a seguranca, salude e bem-estar dos trabalhadores é indispensavel para
manutencdo de ambientes de trabalho saudaveis. Entretanto, existem diversos fatores
que atuam sobre o individuo no seu ambiente de trabalho, como a exposi¢do a risco

bioldgico (1)

Os agentes bioldgicos sdo microrganismos ubiquitarios, ou seja, podem estar em todos
0s ambientes que nos rodeiam, eles podem ser fungos, virus, parasitas ou bactérias.
Apenas uma pequena porcao destes microrganismos pode provocar efeitos nocivos para
o0s seres humanos, como reacGes alérgicas, infecdes e reacbes tdxicas, representando o

problema de salide publica (2).

Este presente estudo foi desenvolvido em 15 mercearias da regido de Lisboa, no qual 0s
agentes selecionados para pesquisa sdo bactérias patogénicas, nomeadamente
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), Escherichia coli, outros

coliformes, Salmonella spp. e Shigella spp.

Estes microrganismos sdo responsaveis por varias patologias em humanos, pneumonia
necrosante, diarreia do viajante, disenteria, intoxicacdo alimentar, vomito e febre
(3,4,5,6,7,8). Podem ser transmitidos por ingestdo de agua e alimentos contaminados,
maos nado higienizadas corretamente, condi¢des sanitarias precarias, ma higienizacdo do
local de trabalho, colocando em causa a saude dos trabalhadores, e podem ser
responsaveis por disseminacdo de doencas e por conseguinte pode gerar impactos

negativos para a saude publica (9).

Assim, a avaliacdo da presenca de microrganismos contaminantes potencialmente

patogénicos nas mercearias é de grande relevancia.

1.1-Problemética em estudo

As bactérias fazem parte dos riscos biolégicos no qual os trabalhadores podem estar
expostos, apesar de alguns serem inofensivos outros podem ser potencialmente
patogénicos e afetar negativamente a saude dos trabalhadores e da saude publica, bem

como ocasionar problemas socioeconémicos (10).

1



MRSA, E.coli, outros coliformes, Salmonella spp. Shigella spp. sdo exemplos de
bactérias potencialmente patogénicas, devido aos seus fatores de viruléncia e aos seus
mecanismos de resisténcia a antibioticos é primordial a existéncia de técnicas e
metodologias que permitam adquirir e desenvolver capacidades que possam
incrementar os niveis de prevencdo a essas bactérias (2,5,8,11,12, 13,14, 15,16, 17,
18,19).

Com este estudo pretende-se detetar a presenca ou auséncia das bactérias acima
mencionadas, bem como o local mais contaminado entre as mercearias avaliadas. E com
estes dados sera possivel potenciar a atuacdo sobre a cadeia de transmissdo destes

microrganismos (reservatdrio-fonte de exposicao-hospedeiro (2).

1.2-Questdo de investigacao
Poderdo as mercearias da Regido de Lisboa estar contaminadas por agentes

microbiologicos potencialmente patogénicos?
1.3- Objetivos

1.3.1- Objetivo Geral
Avaliar a contaminacdo por MRSA, E.coli, outros coliformes, Salmonella spp. e

Shigella spp. de mercearias da regido de Lisboa.

1.3.2 Objetivos Especificos
v Avaliar e comparar 0 crescimento de microrganismos potencialmente
patogénicos nas diferentes mercearias
v’ Observar potenciais variacdes de UFC/ml a 24h e 48 de incubacao.
v' Determinar qual/quais o(s) local(is) com maiores niveis de contaminacéo
pelos diferentes agentes microbioldgicos
v" Avaliar o risco dos microrganismos isolados para a satde dos trabalhadores

v" Avaliar o risco dos microrganismos isolados para a satde publica.



2-Revisdo de Literatura

2.1-Risco ocupacional

Os trabalhadores, gastam em média, cerca de um terco de um dia no seu ambiente de
trabalho, durante a rotina profissional, pode acontecer casos em que estes estejam
expostos a situacbes que lhes apresentam um risco a saude denomindado de risco
ocupacional, o qual inclui o risco fisico, quimico, bioldgico, ergonomico e acidental.
Neste sentido é importante assegurar boas condi¢des no ambiente de trabalho de forma

minimizar os riscos, pois este é um fator importante para a determinacdo da saude

(21,22).

Com o intuito de salvaguardar os direitos dos trabalhadores existe Decreto-Lei n.°
102/2009 de 10 de Setembro, Regime juridico da promogdo da seguranca e salde no
trabalho. A presente lei regulamenta o regime juridico da promocéo e prevencdo da
seguranca e da saude no trabalho, de acordo com o previsto no artigo 284.° do Cadigo

do Trabalho, no que respeita a prevencéo (23).

Neste trabalho o foco é exposicdo ocupacional a riscos bioldgicos, mais concretamente

bactérias.

2.1.1-Risco biologico

Um trabalhador pode ser infetado por um agente bioldgico ou estar exposto a toxinas
produzidas pelo mesmo. Os agentes bioldgicos sdo ubiquos, ou seja, podem estar em
todos 0s meios que nos rodeiam, nomeadamente no ar, nos alimentos, nos distintos
produtos de consumo diario e no microbiota normal do corpo humano. Portanto sdo
facilmente encontrados em muitos setores de trabalho. Fazem parte destes, bactérias,

fungos, virus e parasitas (endoparasitas) (2).

De modo promover e prevenir os trabalhadores existe a Diretiva n.° 93/88/CEE do
Conselho, de 12 de Outubro, relativa a protecdo dos trabalhadores contra os riscos

ligados a exposicédo a agentes bioldgicos durante o trabalho (23).

Estes microrganismos possuem a capacidade de reproduzir, o que lhes tornam diferentes

das demais substancias perigosas. Sao raramente visiveis, replicam e difundem



rapidamente, porque uma vez que encontrem condicOes favoraveis, podem desenvolver-

se rapidamente num curto periodo de tempo (9).

Dependendo da natureza da atividade que o trabalhador, a exposicdo a agentes
biologicos pode ser intencional ou ndo intencional, de forma direta de pessoa para
pessoa ou indireta de objetos, animais, ou vetores contaminados (24).

Uma dose minima de exposi¢do a estes agentes pode provocar diversas patologias, entre
as quais, infecOes, alergias, intoxicagdo entre outros problemas mais severos pneumonia
necrosante, colite hemorrégica, septicemia, meningite, gastroenterite, hemorragias,
morte. (5,8,9,17,25,26).

As principais vias de entrada no organismo no processo de contaminacdo bioldgica sao
a via cutdnea ou percutanea (com ou sem lesdo) através de mucosas, a via respiratéria

(aerossois), via conjuntival e via digestiva (27).

2.1.2- Bactérias

As bactérias organismos microscopicos (1-20um ou maior), unicelulares, denominados
de procariotas (do grego “ntcleo primitivo”), que possuem uma estrutura interna
simples, reproduzem-se através de divisdo assexuada, possuem algumas estruturas
externas lhes conferem movimento e capacidade de fixacdo/adesdo, denominados de
flagelos e pili, todavia estes ndo possuem uma membrana delimitando o nicleo, a
informacdo genética encontra-se disperso no citoplasma centrada numa regido
denominado de nucleoide, também possuem material genético em moléculas circulares
denominadas de plasmdcitos, possuem numerosos ribossomas e uma membrana

plasmatica envolvida por uma parede celular (5).

A parede celular é uma estrutura muito importante e complexa, porque garante a
manutencdo da forma da bactéria e protege-a, ela € composta por diferentes espessuras
de peptidoglicano, um polimero que permite, através de uma coloracdo denominada
Coloracéo de Gram, diferenciar e classificar as bactérias em dois grupos: Gram-positivo
e Gram-negativo (5). A coloragdo de Gram, é baseada na composi¢do quimica e fisica
da parede celular, permitindo visualizar microscopicamente as caracteristicas
morfotintoriais bacterianas. As bactérias Gram-positivas possuem uma parede celular
com uma camada mais espessa de peptidoglicano e as bactérias Gram-negativas

possuem uma camada mais fina e uma camada externa sobreposta (5,8).



Esta diferenciacdo € relevante para a identificacdo rapida e eficiente dos
microrganismos presentes em amostras de forma a direcionar o tratamento mais
adequando a cada tipo de situacGes (27). Para a classificacdo preliminar das bactérias €
importante também saber a morfologia das bactérias (esferas, bastdes, espiras) e arranjo
espacial (podem estar isolados em cadeia, grupos), sendo que as propriedades

genotipicas e fenotipicas permitem a classificacdo definitiva (5).

Na microbiologia classica, possivel distinguir as bactérias baseado nas caracteristicas de
crescimento quando submetidos a diferentes meios de cultura. As bactérias crescem em
colbnias, cada coldnia € um conjunto de bactérias que delas resulta as caracteristicas

coloniais tais como, forma, cheiro e tamanho (5).

Milhares de espécies de bactérias habitam o corpo humano, podem fazer parte da flora
normal da pele, boca e nariz, algumas vivem em uma relacdo comensal permanente,
outras sdo transitorias (5,29). No meio ambiente as bactérias podem ser encontradas em
varios locais, no ar, agua, plantas, animais, alimentos, solo, superficies, ou seja no
ambiente que nos rodeia (29). Muitos fatores favorecem o crescimento bacteriano, como
a humidade, o calor, pH ideal e no ambiente interno o ndmero de ocupantes e a
atividade desenvolvida no espaco, bem como as condi¢des sanitarias e de higienizacdo
afetam sensivelmente os niveis de concentracdo de bactérias (9). Existem bactérias ndo
virulentas porém existem outras que sdo capazes de causar doencas que colocam a vida
em perigo (potencialmente patogénicas) e ainda bactérias cuja presenca estd sempre
associada a patogenicidade (29). A viruléncia bacteriana pode ser resultado dos efeitos
toxicos dos produtos bacterianos (toxinas) ou a capacidade de invadir fluidos e tecidos

anatomicos que sdo, em geral estéreis (29).

As bactérias em estudo neste trabalho sdo: Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA), Enterobacteriaceae nomeadamente Escherichia coli, outros coliformes,

Salmonella spp e Shigella spp.



2.1.3- Staphylococcus aureus
S. aureus sdo bactérias Gram-positivas pertencentes a familia de Micrococcaceae, de
forma esférica e normalmente encontram-se isolados ou agrupados em cachos, séo

imdveis, anaerdbios facultativos, ndo produtores de esporos (30).

Existem vérios fatores de viruléncia associados a S. aureus entre eles: 1- Catalase
positiva ou seja tem a capacidade de converter em agua o perdxido de hidrogénio, que é
um microbicida e ao ser destruido limita a agdo dos neutrdfilos. 2- Coagulase-positiva, a
coagulase € uma enzima que desencadeia a coagulacdo do plasma, convertendo o
fibrinogénio em fibrina. 3- Produz um pigmento carotenoide que confere a cor dourada
a suas colonias, este auxilia na inativacdo do efeito microbicida de super6xidos no
interior dos neutrdfilos. 4- Hemolise de hemacias. 5- Contém plasmideos que codificam
os B-lactamase, enzima que degrada diversas penicilinas, o que lhes tornam resistentes a
antibacterianos. 6- Produz varias toxinas (toxinas esfoliativas, enterotoxinas) e
substancias extracelulares como leucocidinas (que causa necrose da pele). 7- Formagéo
de biofilme. 8- Capacidade de sobreviver dentro das células do hospedeiro. 9- Sequestra
dos anticorpos do hospedeiro. 10- Presenca de proteina A na parede celular que liga a
regido Fc das imunoglobulinas destabilizando a fagocitose e opsonizacdo. 11- Consegue
sobrevier em ambientes de “stress” como baixo pH, baixo oxigénio, temperaturas
extremas e com pouco nutrientes. Estes e outros fatores de viruléncia dificultam a
resposta imunitaria do hospedeiro, e por sua vez dificulta o tratamento e pessoas com
sistema imunitario reduzido ou uso prolongado de antibi6ticos sdo 0s mais propicios a

desenvolver infe¢des por S. aureus (17,20, 31,32,33).

S.aureus pode ser encontrado na flora normal da pele, narinas e mucosas, de forma
assintomética o6rgaos (14). A colonizagdo ocorre principalmente através das maos
contaminadas, ingestdo de alimentos contaminados e aerossois (11,15,34).

Esta bactéria consegue penetrar no corpo humano através de eczemas causados por um
ferimento ou uma cirurgia e quando ultrapassa essa barreia, S.aureus, pode causa
abcessos e disseminar na corrente sanguinea originando infecdes em varios 6rgdos. As
principais patologias associadas a S.aureus sdo: Inflamacdo da pele e mucosas,
bacteremia, pneumonia, meningites, osteomielite, piomiosite, septicémia, endocardite,
sindrome de choque toxica, sindrome de pele escaldada, infe¢fes do trato urinario.,
artrite sética (17,20, 35,36).



A intoxicacao alimentar (gastroenterite) causada por S.aureus € uma das doencas mais
comuns em todo o mundo, através de enterotoxinas estafilococicas nos alimentos

ingeridos (5).

2.1.4-Staphylococcus aureus resistente a Meticilina (MRSA)

A introducdo de antimicrobianos para o tratamento de doencas humanas associados a
microrganismos, foi sem duvida uma das conquistas a nivel de salde publica mais
significativa no século XX. O uso de antibidticos surgiu para controlar, prevenir e
limitar a transmissdo de doengas (38,39). Logo ap0s, surgiram 0s primeiros casos de
resisténcia aos antibidticos na década de 1930 e até os dias de hoje, este configura-se
como um desafio global, associado a elevadas taxas de morbilidade e mortalidade
(40,41,42).

Desde a década de 1960, Staphylococcus aureus foi considerado uma das grandes
preocupacOes a nivel de salde publica relacionadas a resisténcia aos antibiéticos. Mais
de 90% das linhagens de S. aureus possui uma enzima que degrada diversas penicilinas,
mas nao todas, denominado de R-lactamase, no qual ocorre alteracdo na proteina de
ligacdo a penicilina (PBP) de sua membrana celular. Exemplos penicilinas resistentes a

R-lactamase: meticilina, nafcilina, vancomicina, oxacilina (20,43,44).

MRSA é um dos principais agentes causadores de infecdes nosocomiais nas quais o
modo mais comum de transmissdo deste microrganismo é através do contato proximo
com profissionais de saude com maos e roupas contaminadas, através de pessoas

infetadas e o ambiente inanimado contaminado (16,45).

Até 0s anos de 1980, as infecbes associadas a MRSA foram consideradas como restritas
aos ambientes hospitalares HA-MRSA (Healthcare-Acquired), até a ocorréncias de
evidéncias de cepas de origem comunitaria CA-MRSA (Community-Acquired),
segundo alguns autores, a estipe propagada na comunidade provavelmente teve origem
em estirpes de provenientes do ambiente hospitalar. Sugerindo a dispersdo e a
transmissdo deste organismo em ambientes ndo hospitalares, causando infe¢bes em
pessoas saudaveis, sem exposicao aos tipicos fatores de riscos associados a0 HA-MRSA
(16,46,47).

Segundo CDC (Center of Disease Control), 0 MRSA é transmitido pela comunidade

pela contato com coisas, mdos contaminadas e pessoas infetadas. Através do contato



direto com uma ferida contaminada ou de forma indireta por compartilhamento de itens

contaminados que tocaram a pele infetada (12).

As principais infe¢des causadas por CA-MRSA aproximadamente em 90% dos casos, é:
infecdo de pele e partes moles, pneumonia necrosante, fasciite necrosante, estes quadros
clinicos mais graves podem levar ao Gbito nas primeiras 6 horas ap0s o contacto com
esta bactéria (3,4,48). A infecdo por MRSA tem tido um grande impacto na saude
publica e para a economia devido ao seu elevado custo para 0s pacientes, hospitais
devido o tratamento (49,50).

Atualmente CA-MRSA, continua sendo um dos grandes desafios a nivel mundial,
devido a sua réapida emergéncia (51), potencial de causar doencas (92) e aumento de
prevaléncia (48,52,53,54).

Na europa a prevaléncia de MRSA (Figura 1), progride de norte para o sul, segundo 0s
dados de vigilancias os paises do norte possuem cerca de 5 % (Holanda, Suécia,
Dinamarca, Noruega) e os paises do sul cerca de 25%-50% (Italia, Grécia, Portugal,
Espanha) (16,55).
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Figura 1-Percentagem (%) de resisténcia a Meticilina nos isolados invasivos de
S.aureus na Europa, 2015. Adaptado: DGS, 2016.



Figura 1-Percentagem (%) de resisténcia a Meticilina nos isolados invasivos de
S.aureus na Europa, 2015. Adaptado: DGS, 2016.

2.1.5- Enterobactérias

A familia de enterobactérias (Enterobacteriaceae) € a maior e mais heterogéneo grupo
dos bacilos Gram-negativos, nela pode-mos encontram mais de 40 géneros, centenas de
espécies e milhares de sorotipos. A maioria possui flagelos, ndo produzem esporos,
todos reduzem nitrato a nitrito, todos s&o anaerobios facultativos, sdo oxidase negativo,
catalase positivo. A nivel mundial tém surgido estirpes resistentes aos antibioticos, o

que confere uma certa preocupacao para os sistemas de saude (5,9,56).

E muito comum associar as enterobactérias as bactérias que habitam o trato intestinal
humana e de outros vertebrados, porém é necessario realcar que estes bacilos sdo

ubiquitarios, podendo estar presente no solo, nos alimentos e na agua (6).

As enterobactérias sdo responsaveis por uma grande complexidade de casos clinicos, e
infecGes em varios 6rgdos. Dentro desta familia existem o0s que causam doengas sempre
guando presente em determinado 6rgdo (por exemplo: Salmonella spp., Shigella spp.,
Yersinia spp., Escherichia coli), e existe os que apesar de fazerem parte da flora
comensal normal de certos O6rgdos, pode causar infecbes oportunistas (por ex:
Providencia spp., Morganella spp., Enterobacter spp., Serratia spp, Proteus spp.,

Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae) (9,56,57).

Os principais casos clinicos associados as enterobactérias sdo infecdes urinarias,
septicémias, infecdes gastro intestinais, meningites, pneumonia, infecdes na corrente
sanguinea. Os géneros de enterobactérias de importancia médica sdo Escherichia coli,
Klebsiella spp., Enterobacter spp., Proteus spp., Providencia spp., Morganella spp.,

Citrobacter spp., Salmonella spp., Shigella spp., Serratia spp (8,57).

2.1.5.1-Grupo Coliformes

Os coliformes sdo bactérias Gram-negativas, em forma de bacilos (bastonetes), nao
produtores de esporos, aerobios e ou anaerobios facultativos, oxidase- negativo, capazes
de fermentar a lactose com producéo de &cido e gas. Este grupo inclui varios géneros e
espécies de bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae, estes fazem parte do
microbiota normal e tém como habitat natural o trato intestinal do homem e de outros

animais de sangue quente, porém podem ser encontrados no meio ambiente em agua,
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alimentos, plantas, solo, excluindo a E.coli que tem como habitat principal o intestino
grosso, sendo disseminada pelo ambiente através de fezes contaminadas. A
quantificacdo do numero de coliformes ¢ um método mais usado para garantir a
qualidade de aguas e alimentos aferir as condi¢des higiénicas. E presenca destas

bactérias sdo prova de contaminacéo organica, ambiental ou fecal (20,58).

Existem regulamentos rigidos para a presenca de Coliformes e E.coli em amostras de
agua e alimentos, devido a sua relevancia para a seguranca hidrica e alimentar. A
monitorizacdo é fundamental visto que a elevada contaminacdo por estes
microrganismos, pode levar a suspensdo do abastecimento de agua e recolhimento de

alimentos nos supermercados (59).

Os seguintes géneros Escherichia, Enterobacter, Serratia, Citrobacter e Klebsiella
fazem parte do grupo de Coliformes, que por sua vez encontra-se subdividido em

Coliformes Totais, Coliformes Fecais ou termotolerantes e E.coli. (58).

2.1.5.1.1-Coliformes Totais

As bactérias do grupo Coliformes Totais incluem todos os coliformes capazes de
fermentar a lactose com producdo de gas e acido, quando incubados numa temperatura
de 35-37°C em 48h. Cerca de 20 espécies pertencem a este grupo, incluindo os géneros
Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter, sendo que nem todos sdo de origem
fecal, podendo ser também encontrados no meio ambiente. Neste sentido a auséncia de
coliformes totais quase anula a existéncia de contaminacéo fecal, porém a sua presenca

ndo implica contaminacdo fecal (20,60).

Segundo CDC (Center for Disease Control), a presenca de coliformes totais em
elevadas quantidades sugere que seja possivel encontrar outros microrganismos nas

amostras, como virus, parasitas e outras bactérias nocivas (61).

2.5.5.1.2-Coliformes fecais ou termorregulares

Os coliformes fecais sdo capazes de continuarem a multiplicar e fermentar a lactose a
temperatura de 44-45°C em 24-48h. Fazem parte deste grupo Escherichia, Klebsiella,
Enterobacter Alguns autores sugerem que este grupo deveria denominar de Coliformes
Termotolerantes pelo fato de existir alguns coliformes de que podem ter origem néo
fecal que conseguem multiplicar-se a estas temperaturas, como Enterobacter e

Klebsiella. A E. coli é o principal representante desde grupo, restrito apenas ao intestino
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de humanos e animais de sangue quente e a sua presenca indica contaminacao fecal

direta ou indiretamente por contato com material de origem fecal (58).

2.1.5.2-Escherichia coli

As bactérias da espécie E. coli pertencem a familia Enterobacteriaceae, possuem
formato de bastonetes (bacilos) sdo anaerobios facultativos, fermentadores da lactose,
imdveis ou moveis por flagelos, oxidase negativo, catdlase positiva, ndo produtores de
esporos (62,63).

E.coli consegue crescer em temperaturas entre 7 e 46°C, sendo que o crescimento é mais
favoravel a uma temperatura de 37°C. O habitat principal é o trato intestinal humano e
de outros animais de sangue quente. Alguns sorotipos de E. coli fazem parte da flora
comensal do intestino, porém existem outros que sdo patogénicos para 0s humanos que
ndo pertencem a flora comensal e a colonizagdo em certos 6rgdos originam varias

manifestacdes clinicas (8,63).

As infecdes causadas por E. coli podem ocorrer através da via fecal-oral, por ingestao
de agua e alimentos contaminados. Por colonizacdo de outros 6Orgdos; Durante a
passagem no canal de parto. As principais manifestacdes clinicas sdo: Infecdo no trato
urinario pela propria microbiota que coloniza o trato urinario (9), meningites neonatal,
“diarreia do viajante” através da ingestdo de alimentos e agua contaminada por fezes
humanas. Gastroenterite, septicémia, infecGes intra-abdominais, pneumonia, cistite,
entre outros (20,64).

Existe varios mecanismos de viruléncia, além dos partilhados com todos 0s membros da
familia Enterobacteriaceae. Possui alguns fatores de viruléncia especificos como

adesinas e exotoxinas. (5,8).

E. coli possui trés antigenos: o antigeno O, ou somatico, antigeno H, ou flagelar,
antigeno K, ou capsular, que sdo muitos utilizados nas investigacdes epidemiologicas.
Os vérios sorotipos de E. coli sdo resultados das varias combinacfes entre os diferentes
tipos antigénicos, pelo fato de existirem mais de 188 antigenos O, 56 H e 100 K. Estes
sorotipos estdo diretamente associados a determinadas doencgas, como por exemplo: E.
coli O157:H7 é a causa mais comum de E.coli enterohemorragica (diarreia com

sangue); O55 e 0111 causam surtos de diarreia neonatal (20).
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Dependendo dos varios mecanismos de patogenicidade, os varios tipos de E.coli foram
classificadas em patotipos: EPEC (E. coli enteropatogénica - diarreia com muco e
sangue), ETEC (E. coli enterotoxigénica - diarreia do viajante), EAEC (E.coli
enteroagregativa- diarreia aquosa persistente), EHEC (E.coli enterohemorragica-

diarreia com sangue) EIEC (E.coli enteroinvasiva), entre outros (8).

No mundo de microbiologia a E.coli é considerada uma das bactérias mais estudadas,
sabe-se muito sobre a sua composicdo bioquimica e a sua informacdo genética,
acabando por ser muito Gtil ma investigacdo bioldgica bésica. E a sua presenca é um

indicador de contaminacao fecal para avaliar a qualidade de 4gua e alimentos (9,63,64).

2.1.6- Salmonella spp.

A salmonela spp sdo bastonetes Gram-negativo, da familia entreobacteriaceae,
geralmente possuem estruturas que Ihes conferem mobilidade, capazes de fermentar o
acido sulfidrico (H.S), ndo fermentadores da lactose, oxidase negativo, anaerdbios

facultativos, ndo produtores de esporos (9).

Estes microrganismos habitam o intestino dos animais incluindo no humano, podem
sobreviver num ambiente de baixo pH no estomago, sdo libertados no ambiente pelas
fezes, contaminando o 4gua e o solo. A sua transmissao é através da via fecal-oral, por
ingestdo de alimentos contaminados, sendo que consumo de carne das aves, OvVOS e
produtos lacteos sdo as fontes de infecdo mais comum. A salmonelose € um termo
muito utilizado para descrever as infecGes causadas por ingestdo de alimentos
contaminados de origem animal, classificado como a zoonose mais comum em todo o0
mundo (14,18,19).

A nomenclatura desta bactéria é complexa e esta em constante evolugdo, sendo que a
classificacdo taxonomica do género da Salmonella é subdividida em duas espécies
Salmonella enterica e Salmonella bongori. A S. enterica € dividida em seis subespécies
com base nas suas propriedades bioquimicas: (I) S. enterica subspécie enterica, (I1) S.
enterica subspecie salamae, (Il11a) S. enterica arizonae, (Illb) S. enterica subspécie
diarizonae, (IV) S. enterica subspécie houtenae, (V1) S. enterica subespécie indica (65).
O género Salmonella inclui numerosos sorotipos, que segundo o0 esquema de
Kauffmann-White a sorotipagem consistem em caraterizagdo dos antigenos somaticos
(O) e flagelares (H) (33). Apesar de existir um grande numero de sorotipos, apenas um

namero restrito deles podem desencadear infecdo em humanos e animais, o S. bongori
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esporadicamente ¢ isolada em humanos, sendo mais frequente em animais de sangue
frio. Na préatica clinica é importante distinguir a S. typhi dos restantes sorotipos de
Salmonella (33).

As principais salmoneloses ocorridas em humanos séo causadas pela S. enterica
subspécie enterica. O grau de acomodacao no hospedeiro depende de os sorotipos: 1) 0s
sorotipos adaptado aos humanos, tais como S, thyphi, S. parathyphi A e S. sendai. 2)
Sorotipos ubiquos, tais como S. typhimurium podem afetar os humanos e o0s animais.3)
Os sorotipos adaptados em animais, tais como S. Gallinarum (66).

Os principais casos clinicos associado a esta bactéria sdo: Intoxicacdo alimentar;
Vomitos; Diarreia; Gastroenterite; Quando a bactéria entra na corrente sanguinea pode
provocar Septicemia, Meningite, Pneumonia, Febre tifoide ou febre paratifoide e pode

ocorrer casos gque a colonizacdo é assintomatica (5).

Tratamento: a maioria dos casos a doenca € autolimitada porém o uso de
antimicrobianos pode ser uma solucdo para 0s casos mais graves. Porém nos ultimos
anos, houve um aumento nas cepas de Salmonela spp, resistente a antibioticos, sendo
que estes elementos genéticos relacionado a resisténcia podem ser transmitidos para
outras bactérias entéricas e as cepas podem ser transmitidas em toda a cadeia alimentar
(67).

Existe diversos fatores que conferem viruléncia a Salmonella spp. Nomeadamente 0s
plasmideos, toxina, fibrinas e flagelos e elementos genéticos. A maioria dos genes de
viruléncia estd localizada em regibes especificas do cromossoma bacteriano,
denominadas ilhas de patogenicidade (Salmonela Pathogenicity Island-SPI) (14). Estes
genes sdo responsaveis por invadir a célula hospedeira, at¢ o momento ja foram
descritas doze SPI (18).

Algumas medidas simples e importantes podem ajudar a prevenir as doencas causadas
por Salmonela: Uso de &gua tratada, lavar as méos com frequéncia, higienizar bem os
alimentos, evitar a ingestdo de alimentos crus ou mal cozinhados, evitar comer ovos
crus, armazenar de forma correta os alimentos, ndo consumir alimentos sem observar a
sua validade, higienizar bem os utensilios utilizados na preparacdo das refeicbes etc
(68).
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A Salmonela é considerada um dos mais importantes problemas de seguranca alimentar,
tornando um problema de salde pablica com um impacto econémico significativo,

deste modo o controlo de surtos causados por esta bactéria € uma prioridade (37,66).

2.1.7-Shigella pp.

As espécies de Shigella pertencem a familia das entreobacteriaceae, sdo bactérias
Gram-negativas, em formato de bastonetes (bacilos), imdveis, anaerdbias facultativa,
ndo fermentadores da lactose capazes de crescer numa temperatura entre 10 e 45°C,
conseguem sobreviver em longos periodos de tempo em alimentos desidratados ou com
pouca agua. Esta bactéria é responsavel por elevada carga de diarreia (enterocolite
baciliar) a nivel mundial. (1,25,69).

Faz parte do género Shigella spp. as seguintes espécies: S. dysenteriae, S. flexneri, S.
boydii e S. sonnei. Ambas as espécies sdo patogénicas para 0 Homem, distinguindo
apenas no grau de severidade da infecdo que podem causar (6,7). A shigelose é uma
doenca restrita apenas para 0os humanos, ndo ha reservatorio animal. O habitat da
Shigella spp é o trato intestinal humano e a principal via de transmisséo é a fecal-oral
por ingestdo de agua e alimentos contaminados com fezes humanas, méos contaminadas
ou por moscas, muito associado as condicdes precarias de higienizacdo. Os surtos

transmitidos por alimentos sdo superiores aos surtos transmitidos pela agua (1).

Qualquer pessoa esta suspeito de contrair shigelose, no entanto, os idosos, criangas e
individuos imunodeprimidos podem apresentar sintomas mais severos. Fazem parte das
principais manifestacOes clinicas: dores abdominais, diarreia com muco, vomitos, febre,
sangue nas fezes (disenteria), num periodo de tempo entre 3 a 14 dias. Alguns

individuos continuam portadores assintomaticos da bactéria durante varios meses (18).

A principal forma de prevencdo de modo evitar a contaminacdo por Shigella spp
consiste em interromper o ciclo de transmissdo fecal-oral através de em boa higiene

pessoal, lavagem de méos de forma adequada, tratamento do esgoto. (1,52).

2.2-Risco para a Saude Publica

Um dos principais riscos a salde publica é a transmissdo de bactérias patogénicas

através de aguas e alimentos contaminados (29).
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Em alguns paises em desenvolvimento, as condigdes precarias de saneamento e do
sistema publico de abastecimento de agua sdo formas de veiculagdo hidrica de varias
doencas, incluindo diarreias, colera, shigelose, salmonelose, febre tifoide, gastroenterite
(70). Responsaveis por varios surtos epidémicos e elevadas taxas de mortalidade infantil
(20,70).

A contaminacdo de alimentos por Salmonella spp. € um grande problema a nivel
mundial, 0 mesmo ndo deve estar presente em produtos alimenticios pelo fato de causar
graves intoxicagdes alimentares e de ser agente causador de surtos registados em varios
paises. (37,71). No ano 2019 foram registados 93,8 milhGes de casos de doencas
gastrointestinais causados por estirpes de Salmonella (71). Em semelhanca, outros
microrganismos como E. coli, Shigella spp., Staphylococcus aureus, fazem parte dos
principais causadores de doencas veiculadas por alimentos (72).

Essa diversidade de quadros clinicos causados por MRSA, E. coli, Salmonella spp,
Shigella spp., muitas vezes requer terapia a base de antibidticos. Porém, uma das
maiores ameacas para a saude publica atualmente, é a resisténcia de microrganismos a
antibidticos (73,74).

Prescricdo inadequada de antibidticos, incertezas de no diagndstico, ndo comprimento
dos horéarios de administracdo dos antibidticos, automedicacdo, uso excessivo de
antibioticos, entre outros, sdo acdes que resultam na ineficiéncia dos antibi6ticos sobre

agentes bacterianos (74,75)

Algumas bactérias adquiriram resisténcia como um mecanismo de sobrevivéncia,
perante uma pressdo seletiva do uso de antibidticos (74). A emergéncia e proliferacao de
resisténcia bacteriana a antibioticos é resultante de uma transmisséo horizontal de genes
de resisténcia através de elementos genéticos méveis, como plasmideo, transposicdes e
integrdes, entre géneros e espécies bacterianas, ndo patogénicos e patogénicos, entre

varios hospedeiros e reservatdrios ambientais (74).

Existe quatro principais mecanismos associados a resisténcia bacteriana: 1-Producao de
enzimas B-lactamases, capazes de destruir e modificar antibioticos. 2- Prevencdo da
acumulacdo intracelular do antibidtico atraves da reducé@o da permeabilidade celular ao
antibiotico ou da existéncia de bombas de efluxo dos antibidticos das células

bacterianas. 3- Alteracdes nas moléculas alvo dos antibioticos; 4- Produgdo de
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moléculas alvo alternativas que néo séo inibidas pelo antibiotico, enquanto se continua a
produzir as moléculas alvo originais, contornando desse modo a inibicdo pelo
antibiotico (74).

Algumas bactérias multirresistentes ja transcendem os limites nosocomiais estando
associados a infecdes comunitarias (74). Por consequente espalham entre varios
continentes a uma velocidade notavel, representando uma ameaca catastréfica para as

pessoas & nivel mundial, principalmente os imunocomprometidos (74).

Por conseguinte, gera impactos negativos para o sistema de salde nomeadamente alta
taxa de mobilidade e mortalidade, atraso no tratamento das infecdes associadas,
hospitalizagdo prolongada. Implicando diretamente no desenvolvimento econémico e na

vida da populacdo mundial (75).

Na europa, Portugal é considerado como um pais com consumo elevado de antibioticos,
apesar da diminuicdo de administracdo destes medicamentos nos ultimos anos.
Enquanto os paises do norte da europa, ttm menor consumo de antibi6ticos por

consequente menor nivel de resisténcia. (74).

Em semelhanca do que acontece a nivel mundial, em Portugal as bactérias mais
resistentes aos antibioticos sdo: MRSA; Streptococcus pneumoniae resistentes a
penicilina; Enterobacteriaceae produtoras de ESBL ou de carbapenemases;
Enterococcus resistentes a vancomicina, e P. aeruginosa e A. baumannii resistentes aos

carbapenemos (76).

S.aureus representa uma das bactérias Gram-positivas mais resistentes a antibidticos um
grande exemplo é Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), bactéria
resistente a meticilina, usado para combater infecdes causadas por estafilococos (59,
12). Enquanto espécies da familia Enterobacteriaceae sdo exemplos de bactérias Gram-

negativas mais resistentes a antibioticos (74).
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3-Materiais e métodos

3.1- Classificacao do tipo do estudo

-Observacional, porque ndo sofre qualquer manipulacdo do investigador, limitando-se

apenas em observar, analisar e interpretar.

-Descritivo-correlacional, visto que pretendeu-se descrever a presenga ou auséncia das

bactérias e associa-la com a contaminacdo ocupacional.

-Metodologia quantitativa, baseada em varidveis que podem ser quantificados, na
presenca de crescimento de bacteriano foi possivel contar o numero de colonias, que

foram analisadas de modo estatistico.

-Quantitativo, em relacdo a obtencdo e tratamento de dados, porque os dados gerados

apresentam-se em numeros que podem ser quantificados e comprovar o objetivo geral.

3.2- Local de estudo
O presente trabalho de investigacdo foi desenvolvido em 15 (quinze) mercearias da
regido de Lisboa, por questbes éticas de manutencdo de anonimato foram atribuidos

codigos de identificacdo de M1 a M15.
3.3- Amostragem

3.3.1- Tipos de amostra
Quanto a natureza da amostra em estudo, considera-se este como amostras ambientais
(de superficie), recolhidas em trés pontos: (1) Armazém, (2) Zona de pagamento e (3)

Zona das Frutas.

3.3.2- Técnica de amostragem passiva: Zaragatoas de superficie
Recentemente, 0 uso de amostradores passivos, tem sido muito utilizado, pelas suas
vantagens, nomeadamente o baixo custo, facil manuseio, facil transporte e bom

desempenho no que se refere a sensibilidade e reprodutibilidade (77,78).

Neste trabalho, a metodologia aplicada foi amostragem passiva utilizando zaragatoa de
superficie. A area de amostragem foi delimitada com esténcil quadrado estéril de 10cm
x10cm (equivalente a 100 cm?), posteriormente foi recolhido as amostras, em locais

considerados de alto risco de contaminacdo, particularmente associado a atividade dos
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profissionais e em alimentos. Foram utilizadas 2 (duas) zaragatoas por cada ponto de
amostragem, de forma a permitir a quantificagcdo de microrganismos, identificar fontes

de contaminacdo, aferir a eficacia dos procedimentos de limpeza e desinfecao (79).

Ambas as duas zaragatoas por cada ponto de amostragem foram consideradas como
parte de uma sé amostra, com intuito garantir a precisdo quantitativa dos possiveis

microrganismos nas amostras recolhidas.
3.4- Caracterizacdo Microbioldgica:

3.4.1 Zaragatoas de superficie e inoculagéo in situ para avaliacdo semi-quantitativa
de bacterias em UFCs/ml.

Apdbs amostragem das superficies, as duas zaragatoas por cada ponto de recolha, foram
imediatamente transferidos para um falcdo com 1 ml de solucdo salina estéril. A
suspensdo resultante (100 pl cada) foi inoculada em meios de cultura seletivos para
avaliacdo da resisténcia a meticilina de Staphylococcus aureus (MRSA), E. coli e outros
coliformes e também Salmonella spp. e Shigella spp. Os meios utilizados foram
Cromogenic MRSA, CHROMagar ECC e S.S. Modified Agar, respectivamente. Apos,
24h e 48h de incubacdo a 37°C os UFCs foram contados e os resultados foram

traduzidos em UFCs / ml.

3.4.2- Agar MRSA Cromogénico (CHROMagar MRSA)

O CHROMagar MRSA é um meio seletivo e diferencial que permite o isolamento de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), este meio possui algumas
propriedades como: rapido crescimento das colonias de MRSA em 18h-24h; Confiavel,
foi o primeiro meio cromogénico fabricado para detegdo de MRSA, contribuindo
significativamente para a reducdo no tempo de resposta dos resultados e a carga de
trabalho nos laboratorios; Alta sensibilidade, valores proximos a 100% representa a

especificidade e a sensibilidade deste meio; Facil interpretacao (80) (Anexo 1).
Interpretacdo dos possiveis resultados ap6s uso deste meio:

- Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA): cor rosa a malva intenso;
- Staphylococcus aureus sensivel a meticilina (MSSA): inibido;

- Outras bactérias: incolor, azul ou inibida;

18



3.4.3- CHROMagar ECC

Este meio de cultura permite a detecdo e contagem simultdnea de E.coli e outros
coliformes em amostras provenientes dos alimentos ou agua, sendo um meio excelente
para monitorar fontes de contaminacdo além de possuir algumas propriedades como:
Detecdo e enumeracdo simultanea de E. coli e outros coliformes, auxiliando na
determinacdo se a origem da contaminacdo é fecal (E.coli) ou orgéanica (coliformes);
Fécil leitura: O contraste das cores entre as col6nia, ndo ha sobreposi¢do das cores o que

facilita a distincdo de E.coli dos outros coliformes (59) (Anexo 2).
Interpretacdo dos resultados apds uso deste meio (24h):

-E. coli: azul.

-Outros coliformes: malva.

-Outras bactérias: ausentes ou incolor.

3.4.4- S.S. Modified Agar

O S.S. Modified Agar é um meio seletivo para o crescimento e diferenciacdo das
espécies de Salmonella e Shigelas, muito Gtil no uso de amostras suspeitas de abrigar
estas bactérias, desde alimentos, objetos, d&gua ou amostras patoldgicas. Conta com
algumas propriedades como: Facil de leitura e Seletivo, pois possui alguns componentes
que inibe o crescimento de outras bactérias Gram-positivas e coliformes ndo-alvo, como

verde brilhante, sais biliares, tiossulfato e citrato (65) (Anexo 3).
Interpretacdo dos resultados apds uso deste meio (24h):
- Salmonella spp: Colbnias transparentes com centro preto

-Shigella spp: Coldnia transparentes.

3.5 — Analise estatistica
O tratamento dos dados e os graficos foram realizados na Microsoft Excel®. Foi

realizada estatistica descritiva.
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3.6 — Comparacéo dos resultados obtidos com resultados de referéncia
“Valores-guia INSA”

Os resultados obtidos foram comparados com valores referéncia presente no “Valores-
guia INSA”, que ¢ um instrumento que permite facilitar a interpretagdo dos resultados
de ensaios microbioldgicos em alimentos prontos para consumo ou em superficie do
ambiente de preparacdo e distribuicdo alimentar. Dependendo da zona, tipo de
superficie e fase em que se aplica assim temos o valor maximo admissivel para presenca
certos microrganismos a 30°, Enterobacteriaceae, E.coli e estafilococos coagula-se
positiva. Neste estudo as zonas de amostragem enquadram-se na zona 2A, ou seja, 2
porque contata com o recipiente que contém alimentos prontos para o consumo e A

porque no decurso da laboracdo (81).

Tendo em conta que o ponto de amostragem - frutas, trata-se de um alimento, os
resultados obtidos referente a este local foram analisadas de duas formas: 1- Analise
comparativa com os valores de referéncia como superficie externa das frutas, sendo
comparado como categoria de alimentos 3 na superficie 1B dos valores-guia INSA; 2-
Analise comparativa dos valores de referéncia considerando as futas como alimento
contaminado do modo geral, sendo comparado como membro do grupo 3 e subgrupo A
dos valores-guia INSA (81).

3.7 — Questoes éticas

Este trabalho ndo envolve questdes ético-legais, uma vez que as amostras Sao
ambientais (superficies). Em todas as mercearias analisadas foi solicitada autorizacédo
por escrito dos proprietarios, onde é dado conhecimento de todos os procedimentos e
objetivos do projeto. De forma a manter o anonimato das mercearias, as amostras foram

ainda codificadas.

3.8 — Financiamento

O estudo decorreu no Centro de Investigagdo em Saude e Tecnologia - H&TRC,
localizado na Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa do Instituto
Politécnico de Lisboa. O H&TRC agradece o apoio da FCT/MCTES através das
UIDB/05608/2020 e UIDP/05608/2020.
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4-Resultados

Neste estudo, todos os extratos das amostras foram inoculadas nos diferentes meios de
cultura e colocadas na estufa 37°C, foi feito a leitura 24h e 48h, de modo caracterizar o

crescimento bacteriano nas trés superficies de amostragem com 100cm? cada.

Os dados foram tratados no Excel, no qual foi possivel elaborar gréaficos em colunas. A
caracterizagdo microbioldgica ird ser apresentada consoante a leitura 24h e 48h dos

diferentes microrganismos de estudo nos diferentes locais de amostragem.

Os resultados representados em graficos podem ser comparados com as tabelas com

resultados detalhados que encontram-se em anexo (4-21).

4.1- Avaliagdo da prevaléncia de microrganismos potencialmente

patogénicos no Armazém (24h e 48h)

Armazém
Leitura 24h
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mMRSA ®mE.coli mOQutros Coliformes SS

Grafico 1- Leitura 24h das amostras recolhidas no armazém das bactérias: MRSA,

E.coli, Salmonella spp., e Shigella spp.(SS).
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Armazém
Leitura 48h
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Grafico 2- Leitura 48h das amostras recolhidas no armazém das bactérias: MRSA,

E.coli, outros coliformes e Salmonella spp. e Shigella spp. (SS).

4.2- Avaliagdo da prevaléncia de microrganismos potencialmente

patogénicos na Zona de pagamento (24h e  48h)

Zona de Pagamento

Leitura 24h
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Grafico 3-Leitura 24h das amostras recolhidas na zona de pagamento das bactérias:
MRSA, E. coli, outros coliformes, Salmonella spp., Shigella spp. (SS).
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Zona de Pagamento
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Graéfico 4- Leitura 48h das amostras recolhidas na zona de pagamento das bactérias:

MRSA, E.coli, Salmonella spp., e Shigella spp. (SS).

4.3- Avaliacdo da prevaléncia de microrganismos potencialmente

patogénicos nas Frutas (24h e 48h)

Frutas
Leitura 24h
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Grafico 5- Leitura 24h das amostras recolhidas nas frutas das bactérias: MRSA, E.coli,
Salmonella spp., e Shigella spp. (SS).
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Frutas
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Graéfico 6 - Leitura 48h das amostras recolhidas nas frutas das bactérias: MRSA, E.coli,

Salmonella spp., e Shigella spp. (SS).

4.4 — Analise de risco bioldgico por mercearias

No geral as mercearias contaminadas por MRSA na leitura 24h: M2, M3 M4, M6, M7,
M11, M12, M13, M14. No armazém a mercearia mais é a M14 com 2 UFC/ml, na zona
de pagamento é M12 e M13 ambos com 2 UFC/ml, nas frutas é a M4 com 8 UFC/ml.
Entretanto, na leitura 48h as mercearias contaminadas por MRSA sdo: M2, M3, M4, M5
M6, M7, M8, M9, M11, M12, M13, M14. No armazém a mercearia mais contaminada é
a M12 com 5 UFC/ml e nas frutas a mercearia mais contaminada € M3 com 10 UFC/ml.

Na avaliacdo da presenca de E.coli, na leitura 24h verificou-se; auséncia E.coli no
armazeém; incontaveis UFC/ml na M5 da zona de pagamento (no qual foi atribuido o
valor de 200 UFC/ml de modo trabalhar com varidveis quantitativas); E nas frutas foi
encontrado UFC/ml na M13. A leitura 48h manteve-se igual com excecdo ao
aparecimento de 1UFC/ml na M8. Resumidamente as mercearias com presenca de
E.coli sdo as M5, M8, M13 e a zona de amostragem mais contaminada por E.coli é a

zona de pagamento na Mb.

Em relagcdo a presenca de coliformes, a leitura 24h e 48h manteve-se igual, sem

aumento destas bactéria apds 48h de incubacdo. Sendo que as mercearias detetadas com
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a presenca deste microrganismo sdo: M3 com 3 UFC/ml na zona de pagamento e M9
com 11 UFC/ml nas frutas. Ndo foi detetado a presenca de coliformes nas amostras

recolhidas no armazém. A zona mais contaminada é as frutas na M9.

N&o foi detetado risco de contaminagdo por Salmonella spp. ou Shigella spp.

4.5- Caracterizacdo microbiologica do meio de cultura CHROMagar
MRSA

4.5.1-Pesquisa de MRSA: Leitura 24h no Armazém

Na leitura de 24h do meio CHROMagar MRSA no armazém houve crescimento
bacteriano de: 3 UFC/mlI MRSA e 892 UFC/ml outras bactérias de varias tonalidades.
Foi detetado a presenca de MRSA pelas seguintes mercearias: M6 1 UFC/ml MRSA;

M14 com 2 UFC/ml MRSA; Os resultados detalhados encontram-se tabelas no anexo 4.

CHROMagar MRSA - Armazém
Leitura 24h
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= MRSA

Gréfico 7-Contagem de MRSA presentes no meio de cultura CHROMagar MRSA no
Armazém na leitura de 24h.

4.5.2- Pesquisa de MRSA: Leitura 48h Armazem

A leitura 48h no meio CHROMagar MRSA no Armazém verificou-se um aumento de
crescimento para: 5 UFC/ml de MRSA e 1331 UFC/ml de outras bactérias. A presenca
de MRSA foi detetada nas seguintes mercearias: M5 1 UFC/ml e M6 1 UFC/ml e M14

3 UFC/ml . Os resultados detalhados encontram-se tabelas no anexo 5.
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CHROMagar MRSA - Armazém
Leitura 24h
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Gréfico 8- Contagem de MRSA presentes no meio de cultura CHROMagar MRSA no
Armazém na leitura de 48h.

4.5.3- Pesquisa de MRSA: leitura 24h na Zona de Pagamento

Na leitura 24h no meio de cultura CHROMagar MRSA na zona de pagamento foi
registado o crescimento de: 4 UFC/ml de MRSA e 702 UFC/ml de outras bactérias. Na
leitura 24h foi detetado a presenca de MRSA nas seguintes mercearias: M12 e M13

ambas com 2 UFC/ml cada. Os resultados detalhados encontram-se tabelas no anexo 6.

CHROMagar MRSA - Zona de Pagamento
Leitura 24h
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Grafico 9- Contagem de MRSA presentes no meio de cultura CHROMagar MRSA na

zona de pagamento na leitura de 24h.
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4.5.4- Pesquisa de MRSA: Leitura 48h Zona de Pagamento

Na leitura 48h no meio de cultura CHROMagar MRSA na zona de pagamento,
verificou-se um aumento no crescimento bacteriano para: 8 UFC/ml de MRSA sendo
1162 UFC/ml de outras bactérias. Sendo que a presenca de MRSA foi detetado nas
seguintes mercearias: M12 com 5 UFC/m, M13 com 2 UFC/ml e M14 com 1 UFC/ml.

Os resultados detalhados encontram-se tabelas no anexo 7.

CHROMagar MRSA- Zona de Pagamento
Leitura 48h
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Gréfico 10-Contagem de MRSA presentes no meio de cultura CHROMagar MRSA na

Zona de Pagamento na leitura de 48h.

4.5.5- Pesquisa de MRSA: leitura 24h nas Frutas

Leitura a 24h no meio de cultura CHROMagar MRSA na zona de frutas, foi registado o
crescimento de: 26 UFC de MRSA e 505 UFC/mI de outras bactérias. A presenca de
MRSA foi detetada nas seguintes mercearias: M2 com 2 UFC/ml, M3 com 3 UFC/ml,
M4 com 8 UFC/ml, M6 com 1 UFC/ml, M7 2 UFC/ml, M11 com 4 UFC/ml, M13 com
5 UFC/ml e M14 com 1 UFC/ml. Os resultados detalhados encontram-se tabelas no
anexo 8.
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CHROMagar MRSA- Frutas
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Grafico 11-Contagem de MRSA presentes no meio de cultura CHROMagar MRSA

nas frutas na leitura de 24h.

4.5.6- Pesquisa de MRSA: leitura 48h nas Frutas

Na leitura 48h no meio de cultura CHROMagar MRSA com as amostras recolhidas nas
frutas verificou-se o aumento de crescimento para: 40 UFC de MRSA e 1302 UFC/ml
de outras bactérias. A presenca de MRSA foi detetada nas seguintes mercearias: M2
com 2 UFC/ml, M3 com 10 UFC/ml, M4 com 8 UFC/ml, M6 com 1 UFC/ml, M7 com
2 UFC/ml, M8 com 2 UFC/ml, M9 com 1 UFC/ml, M11 com 4 UFC/ml, M13 com 8
UFC/ml, M14 com 2 UFC/ml. Os resultados detalhados encontram-se tabelas no anexo
9.
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CHROMagar MRSA- Frutas
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Gréfico 12- Contagem de MRSA presentes no meio de cultura CHROMagar MRSA na

zona de frutas na leitura de 48h.

4.6-Caracterizacao microbiologica do meio de cultura CHROMagar
ECC

4.6.1-Pesquisa de E. coli e outros coliformes: Leitura 24h no Armazém
Na leitura 24h do meio de cultura CHROMagar ECC na zona de armazém foi registado:

Auséncia de E. coli e outros coliformes, havendo apenas crescimento de outras bactérias
1033 UFC/ml.

4.6.2- Pesquisa de E. coli e outros coliformes: Leitura 48h no Armazém
Na leitura 48h do meio de cultura CHROMagar ECC nas amostras recolhidas no
armazem foram encontrados: 1 UFC/ml E.coli e 2062 UFC/ml de outras bactérias.
Auséncia de coliformes nas amostras recolhidas no Armazém em ambas as leituras 24h
e 48h e a presenca de E.coli foi detetada na M8 com 1 UFC/ml. Os resultados
detalhados encontram-se tabelas no anexo 11.
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CHROMagar ECC - Armazém
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Grafico 13- Pesquisa de E. coli e outros coliformes no meio de cultura CHROMagar
ECC nas amostras recolhidas no armazém na leitura de 48h.

4.6.3-Pesquisa de E. coli e outros coliformes: Leitura 24h na Zona de

Pagamento.

Na leitura 24h do meio de cultura CHROMagar ECC com as amostras recolhidas na
zona de pagamento foi encontrado: incontaveis UFC/ml E. coli (substituido pelo valor
de 200 UFC/ml de modo trabalhar com varidveis quantitativas); 3 UFC de outros
coliformes e 941 UFC/ml de outras bactérias. Estas bactérias patogénicas foram
encontradas: Na M3 3 UFC/ml de outros coliformes; M5 com incontaveis UFC/ml de
E. coli. As restantes outras mercearias ausentes destes patdgenos. Os resultados

detalhados encontram-se tabelas no anexo 12.
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Grafico 14- Pesquisa de E. coli e outros coliformes no meio de cultura CHROMagar
ECC nas amostras recolhidas na zona de pagamento na leitura de 24h.

4.6.4-Pesquisa de E. coli e outros coliformes: Leitura 48h no Zona de
Pagamento.

Na leitura 48h do meio de cultura CHROMagar ECC com as amostras recolhidas na
zona de pagamento ndo houve alteracdo com a leitura 24h apenas com o aumento de
outras bactérias para 1598 UFC/ml. Sendo que os patogenos foram encontrados nas
mercearias: M3 3 UFC/ml de outros coliformes; M5 com incontaveis UFC/ml de E.coli.
Os resultados detalhados encontram-se tabelas no anexo 12.
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Grafico 15- Pesquisa de E. coli e outros coliformes no meio de cultura CHROMagar

ECC nas amostras recolhidas na zona de pagamento na leitura de 48h.

4.6.5-Pesquisa de E. coli e outros coliformes: Leitura 24h nas Frutas

Na leitura 24h do meio de cultura CHROMagar ECC com as amostras recolhidas nas
frutas foram registados seguintes resultados: 1 UFC/ml de E. coli, 11 UFC/ml de outros
coliformes e 1388 UFC/ml de outras bactérias. Estas bactérias patogénicas foram
encontradas nas mercearias da seguinte forma: M9 11 UFC/ml de outros coliformes;

M13 1 UFC/ml de E. coli. Os resultados detalhados encontram-se tabelas no anexo 14.
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Grafico 16- Pesquisa de E. coli e outros coliformes no meio de cultura CHROMagar
ECC nas amostras recolhidas nas frutas na leitura de 24h.

4.6.6-Pesquisa de E. coli e outros coliformes: Leitura 48h nas Frutas

Na leitura 48h feito no meio de cultura CHROMagar ECC contendo as amostras
recolhidas nas frutas ndo houve alteracdo entre a leitura 24h exceto o aumento de outras
bactérias para 1790 UFC/ml. Estes patdgenos foram presentes nas seguintes mercearias:

M9 11UFC/ml de outros coliformes; M13 1 UFC/ml de E. coli. Os resultados detalhados

encontram-se tabelas no anexo 15.

CHROMagar ECC- Frutas
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Grafico 17- Pesquisa de E. coli e outros coliformes no meio de cultura CHROMagar

ECC nas amostras recolhidas no armazém na leitura de 48h.
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4.7-Caracterizacado microbiologica do meio de cultura SS Modified

De acordo com os resultados obtidos foi possivel constatar a auséncia de Salmonella
spp. e Shigella spp. nas amostras recolhidas em ambos os trés pontos de amostragem,
deparando-se apenas com uma grande quantidade de outras bactéria na contagem 24h e
48h no meio de cultura SS Modified. Os resultados detalhados encontram-se tabelas no

anexo 16-21.
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5-Discussao

A presenca de contaminacdo por bactérias potencialmente patogénicas em ambiente
ocupacional com exposi¢do ao publico, pode apresentar riscos quer para a saude dos
trabalhadores quer para a saude publica. O presente estudo teve como principal objetivo
avaliar a contaminacéo de bactérias potencialmente patogénicas, nomeadamente MRSA,

E. coli, Salmonella spp., Shigella spp. em mercearias de regido de Lisboa.

Os meios de cultura seletivos permitem a identificacdo de microrganismos especificos
ou de interesse, impedindo crescimento bacteriano indesejado e os meios diferenciais
permitem a distingdo entre as colbnias de interesse com as outras colonias presentes na
mesma placa (9). Neste sentido os meios de cultura seletivos e diferenciais utilizados,
CHROMagar MRSA e CHROMagar ECC permitiram detetar a presenca de MRSA,
E.coli e outros coliformes. E S.S Modified a auséncia de Salmonella spp. e Shigella spp.
nas amostras analisadas, atingindo o principal objetivo deste estudo.

De acordo com os resultados obtidos, além das bactérias de interesse, foi possivel
observar também uma grande quantidade de outras bactérias em col6nias de diversas
tonalidades. Este crescimento da-se pelo facto de os meios de cultura utilizado reunirem
condicdes fisicas e quimicas para tal crescimento bacteriano, apesar que ndo serem

consideradas como “alvo” deste trabalho (9).

A identificagdo da presenca de MRSA nas amostras recolhidas, demonstra a existéncia,
dispersdo e a transmissdo deste microrganismo em ambientes ndo hospitalares, ou seja

em ambientes comunitarios (47).

Qualquer pessoa estd sujeita a contaminar com MRSA, os trabalhadores e
frequentadores das mercearias uma vez expostos a essa bactéria podem contrair uma
infecdo por MRSA, caso ndo tratados corretamente podem desenvolver quadros clinicos
mais severos cComo sepse, pneumonia, infecdes sanguinea entre outras patologias graves
(12).

Com este estudo, na leitura 24h apés incubacgdo foi detetado no total a presenca 33
UFC/ml MRSA, sendo que 9 das 15 mercearias estdo contaminadas. No Armazém foi
contabilizado 3 UFC/ml, a M14 é a mais contaminada com 2 UFC/ml. Na zona de

pagamento foi detetado 4 UFC/ml e M12 e M13 séo as mais contaminadas, ambas com
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2 UFC/mI. Nas frutas foi contabilizado 26 UFC/mI MRSA, a M4 é a mais contaminada
com 8 UFC/ml.

Na leitura 48h verificou-se um aumento de colénias MRSA para 53 UFC/ml,
distribuidos pelas 12 das 15 mercearias. No Armazém passou a ter 5 UFC/ml e a M14
continua sendo a mais contaminada com 3 UFC/ml. Na zona de pagamento a M12 é a
mais contaminada com 5 UFC/ml. Nas frutas a M3 passou a ser a mais contaminada
com 10 UFC/ml.

Segundo os “Valores - guia INSA”, a presenca de estafilococos coagulase positiva
possui um resultado satisfatério se 0 mesmo for <10 UFC/100cm® numa superficie.
(anexo 24). Com base nestes valores de referéncia contatou-se que as mercearias onde
foi detetado a presenca de MRSA em ambas as leituras 24h e 48h encontram-se dentro
dos valores de referéncia, ou seja <10 UFC/100cm? com excecdo da M3 na leitura 48h

nas zona de amostragem (100 cm?) frutas com 10 UFC/mI (anexo 24).

Com os resultados obtidos também foi feito uma anélise das frutas como alimento
contaminado. Segundo os com “Valores - guia INSA”, a presenga de estafilococos
coagulase positiva em alimentos sé é satisfatorio se 0 mesmo for <10 UFC/ml (anexo
22). Com base nestes valores de referéncia e com os resultados de analise de frutas
como alimento constatou-se que as mercearias contaminadas por MRSA na leitura 24 e
48h também encontram-se dentro dos valores de referéncia, com exce¢do da M3 com 10
UFC/ml.

Este estudo tinha como um dos objetivos especificos era a analise de contaminagdo por
zonas de amostragem, onde verificou-se que a zona mais contaminada é a zona de frutas
no total com 26 UFC/ml na leitura 24h e 40 UFC/ml na leitura 48h. Este fendmeno pode
estar associado ao manuseio das frutas por varias pessoas. De acordo com Center of
Disease Control (CDC) a transmissdo de CA-MRSA ocorre principalmente atraves doo
contacto com pessoas infetadas/colonizadas ou instrumentos ou superficies que se

encontram contaminados, por exemplo frutas (12).

Entre as amostras analisadas também foi possivel detetar a presenca de E.coli. Na
leitura 24h na zona de pagamento a M5 € a Gnica mais contaminada com incontaveis

UFC/mI. Nas frutas a M13 é a Unica contaminada com 1 UFC/ml. Na leitura 48h nao
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houve diferencas no crescimento comparado com a leitura 24h, com excecao

aparecimento de 1 UFC/ml na M8 no Armazém.

Segundo “Valores-guia INSA” a presenga de E.coli em superficie de amostragem é
satisfatorio de o resultado for <10 UFC/100cm?. De acordo com os resultados de E.coli
nas superficies de amostragem constatou-se que na M5 em ambas as leituras 24/48h
extrapola os valores de referéncia com incontaveis UFC/ml, sendo classificada como a
mercearia mais contaminada por E.coli. As restantes duas mercearia M8 e M13

encontram-se dentro dos valores de referéncia (anexo 24).

A presenca de E.coli na zona de frutas mais concretamente na M13 foram comprados
com os valores de referéncia “Valores-guia INSA”, do ponto de vista de frutas como
alimento, este s6 pode ter resultado satisfatério se ndo for detetado. No entanto
constatou-se 1 UFC/ml na M13, o que traduz num resultado acima do valor maximo

admissivel (anexo 22).

A zona mais contaminada por E.coli é a zona de pagamento com incontaveis UFC/ml na
M5, resultado que extrapola os valores referéncia ou seja superior a 10 UFC/100cm?.
Estes dados podem ser justificados com o contato de pessoas a pessoa, superficies e
recipientes que contém alimentos contaminados sdo também formas de transmissao e ou

contaminag&o por E.coli (8) (anexo 24).

Adicionalmente, foi ainda possivel identificar a presenca de outros coliformes, sendo
que no total foi encontrado cerca de 14 UFC/ml, sem alteracdo na leitura 24h e 48h. No
armazem ausente de contaminagdo por outros coliformes, na zona de pagamento foi
encontrado 3 UFC/ml na M3 e nas frutas foram encontrados 11 UFC/ml na M13
Concluindo que as unicas mercearias com outros coliformes sdo M3 e M1, e a zona de

amostragem mais contaminada é as frutas.

A presenca coliformes nas superficies da zona de pagamento na M3 e nas frutas M13,
sdo resultados satisfatorios, uma vez que de acordo com os “Valores-guia INSA”,
referente a presenca de Enterobacteriaceae em superficie 2A do ambiente de

preparacgéo/ distribuicdo alimentar deve ser inferior a 10° UFC/100cm? (anexo 24).

Na analise dos resultados de amostra de frutas como alimento, a presencga de 11 UFC/ml

também se encontra dentro de valores recomendaveis para a presenca de
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Enterobacteriaceae a 37°C em alimentos prontos para consumo, ou seja, inferior a 10*
UFC /ml (81) (anexo 23).

A zona mais contaminada por coliformes é a zona de frutas com 11 UFC/ml. A presenca
de outros coliformes, € um indicador da qualidade de boas préticas de higiene, sabe-se
que transmissdo e ou a contaminacdo de coliformes ocorre entre pessoas a pessoas,
alimentos, superficies e mdos contaminadas (83). Assim, a presenca destes
microrganismos nas frutas pode ser pelo contacto de pessoas com mdaos contaminadas
para escolher a melhor fruta. Na zona de pagamento pode ser pelas mdos contaminadas,
pelo aglomerado de pessoas e pelo fato de mexer em outros utensilios que podem estar

contaminados como a carteira, cartdes multibancos, entre outros.

A detecdo de outros coliformes requer testes de identificacdo de Enterobacteriaceae,
bem como teste de fermentacdo de lactose a temperaturas diferentes de forma agrupa-
los em coliformes totais ou termorregulares. Caso seja Enterobacter spp. ou Klebsiella
spp. os trabalhadores e frequentadores das mercearias contaminadas estdo expostos
bactéria oportunistas, que raramente estdo produzem doenc¢as humanas primara, estando
associadas a infecBes nosocomiais e muito resistentes a uma ampla gama de
antibiodticos. O grupo de risco inclui imunodeprimidos e pacientes que usam
antibidticos (84,85).

E ainda de grande relevancia referir que, ndo foi isolada em nenhuma das amostras
recolhidas nos trés pontos de amostragem a presenca de Salmonella spp. e Shigella spp.,
0 que é extremamente satisfatorio tendo em conta que sdo bactérias patogénicas e,

portanto, estes resultados encontram-se dentro dos valores referéncia (81).

Estudo semelhante foi realizado, cujo tema prevaléncia do S. aureus resistente a
meticilina numa superficie alimentar da Guarda, no qual recolheram amostras da
mucosa nasal dos manipuladores de alimentos, em bancadas de sec¢des alimentares do
talho nomeadamente do pescado e hortofruticolas, e 2 produtos alimentares de cada
seccdo de superficie alimentar. No requisito de contaminacdo de bancada e amostras
alimentares foram realizados testes de sensibilidade a meticilina (5ug), no qual
constaram resisténcia e, Perca do Nilo, carne moida de suino e zaragatoa de “carne 2 e

sensibilidade para esse antibiético nas amostras recolhidas nas bancadas e peixes (86).

38



Este estudo referido acima vai de em conta com meu trabalho, uma vez que comprova a
existéncia de MRSA, em ambientes ndo nosocomiais, mais precisamente em produtos

alimenticios.

Outro estudo cujo tema “Avaliacdo da qualidade microbiolégica e condicbes de
manuseamento de alimentos servidos em Escolas Basicas de Lisboa, Portugal”, teve
como objetivo: avaliar a qualidade das refeicOes servidas e as condicGes de
manuseamento em 69 Escolas Basicas de 1° ciclo sob gestdo da Camara Municipal de
Lisboa, através de andlises microbiolégicas. Como resultado registou-se auséncia
Salmonella spp; Presenca de E. coli, sendo que 98% dos resultados séo satisfatorios e
2% dos resultados ndo sdo satisfatérios no grupo 1 e 2; presenca de coliformes 30° com

resultados ndo satisfatérios no grupo 3 com 66.7% (87).

Este estudo assim como os resultados obtidos com o meu trabalho reflete na
importancia de boas praticas de higienizacdo. Apesar de se tratar de amostras de locais
diferentes, a presenca de E.coli e coliformes podem ser fontes de exposicdo para 0s

demais consumidores.
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6-Conclusao

A exposicdo ocupacional a riscos biologicos é de extrema relevancia para a saude dos
trabalhadores, e, em contextos de exposi¢cdo a consumidores de bebidas e alimentos essa
relevancia estende-se a saude publica. Este estudo permitiu avaliar riscos bioldgicos
associados a exposi¢do ocupacional, onde foi possivel detetar a presenca de MRSA,
E.coli e outros coliformes em amostras recolhidas em 15 mercearias da Regido de
Lisboa. O facto destas fontes de contaminacdo ndo serem restritas aos trabalhadores
destas mercearias, mas sim a todos os que as frequentam, eleva a importancia deste
estudo, devido ao grande impacto a nivel de satde publica, uma vez que se trata de
bactérias potencialmente patogénicas e com resisténcia a antibidticos.

Com a caracterizagdo microbioldgica das amostras foi possivel isolar MRSA, o que é
extremamente relevante, tanto para a salde dos profissionais bem como os demais
frequentadores das mercearias, pelos potenciais impactos negativos & saude. MRSA
consegue sobreviver em algumas superficies por horas, dias até semanas, portanto uma
das medidas importantes que podem ser adotadas para evitar a contaminacdo e a
transmissdo € através da lavagem de mdos, desinfecdo com alcool (60-70%); limpeza,
lavagem e desinfecdo de superficies, utensilios, alimentos que frequentemente entram
em contacto com a pele (12). A maior prevaléncia de MRSA foi detetada na zona das
frutas, o que corrobora a sua prevaléncia proporcional a manipulacéo de alimentos, seja
por acdo humana ou mecanica, quando mais processos de manuseamento sofrer o
alimento maior sera a probabilidade de ficar contaminado (88). Portanto sugere-se que
sejam feitos higienizacdo adequada dos utensilios, dos equipamentos e do proprio

manipulador, como estratégia de prevencao.

A presenca de E.coli e outros coliformes esta associado a ma préaticas de higienizacao e
desinfecdo, medidas corretivas devem ser implementadas para reduzir a presenca destas
bactérias. Condutas de boa higienizagcdo devem ser praticadas principalmente na zona de
pagamento, uma vez que foi a mais contaminada por E.coli. Sabendo que a E.coli é uma
bactéria termorresistente e que uma das formas de contaminagéo é a via fecal-oral, as
principais medidas para evitar a transmisséo é a lavagem correta das maos, desinfecdo

de superficies e cozinhar bem os alimentos (89).
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Estas mesmas medidas de higienizacdo devem ser aplicados para a prevencao de outros
coliformes, que de acordo com este estudo as amostras recolhidas nas frutas é a mais
contaminada por estas bactérias. A contamina¢do microbioldgica de alimentos tem sido

um objeto de preocupacéo constante em diversos paises.

N&o foi encontrado a presenca de Salmonella spp. e Shigella spp. nas amostras
recolhidas, 0 que € extremamente positivo, uma vez que estas duas bactérias sdo
capazes de causar elevados problemas para a saude dos trabalhadores e por sua vez
surtos em grande escala (5,25,90).

Neste estudo, com o tema “Avaliagdo de contaminantes microbioldgicos potencialmente
patogénicos em Mercearias da regido de Lisboa”, foi possivel atingir os principais
objetivos propostos nomeadamente, avaliar a contaminacdo por MRSA, E.coli, outros
coliformes, Salmonella spp. e Shigella spp. de mercearias da regido de Lisboa,
determinar as zonas de amostragem mais contaminada: zona de pagamento (E.coli),
frutas (MRSA e outros coliformes) e avaliar potencias medidas de melhoria de forma a
proteger a saude dos trabalhadores e a saide dos consumidores que frequentam os locais

avaliados.

Este estudo serviu-me como base para estudos futuros semelhantes, no qual seria
pertinente realizar o mesmo estudo em mercearias em Cabo Verde, mais concretamente
na cidade da Praia (cidade capital), ilha de Santiago. E posteriormente comparar 0s
resultados obtidos nas mercearias em Cabo Verde com as de Portugal. Na presenca de
microrganismos potencialmente patogénicos como MRSA, E.coli, coliformes ou
Salmonella spp. e Shigella spp. poderia também conservar as amostras recolhidas para
que estes sejam submetidos a testes moleculares para a identificacdo da linhagem

patogénica, resisténcia a antibidticos dos diferentes microrganismos de estudo.
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9-Anexo

Anexo 1- Catalogo Frilabo do meio de cultura CHROMagar MRSA

CHROMagar MRSA (20 placas, 5000mL ou
2x5000mL)

Este produto esta atualmente fora de estogue e
indisponivel.

L 4 COMPARAR

SKU: ¢

Beneficios

Descricdo

Isolamento e diferenciacdo de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), incluindo MRSA
de baixo nivel.

Aparéncia tipica de microorganismos

Staphylococcus aureus resistente 3 meticilina (MRSA) — aumentou para malva Staphylococcus aureus
suscetivel a meticilina (MSSA) — inibido QOutras bactérias — azul, incolor ou inibido

Anexo 2- Catalogo Frilabo do meio de cultura CHROMagar ECC

SKU:

Descrigdo Bene

Para a deteccdo e enumeracido simultinea de £ coli e outros coliformes em amostras de alimentos ou
agua

Coliformes. Entercbacteriacae capazes de fermentar lactose (Enterobacteriacae lactose positiva) s30
bactérias presentes na flora intestinal humana e de animais de sangue quente, no solo e na dagua. Os
coliformes s8o propicios & contaminacdo organica, ambiental ou fecal. A contaminacdo fecal, por
coliformes provenientes de dejetos animais. consiste principalmente de Escherichia coli e Klebsiella
termotolerante. Existern regulamentos rigorosos para a presenca de E. coli / Coliformes em amostras de
agua e alimentos. |sso pode ser explicado pela importancia desses germes na determinacic da
seguranga hidrica e alimentar.

O monitoramento da produgdo de alimentos e agua € essencial. A alta contaminac3o pode levar a
suspensdo do abastecimento de dgua e recall de alimentos pelos supermercados.

O meio CHROMagar ECC & uma excelente escolha para monitorar fontes de contaminacdo, pois permite

a deteccdo e diferenciacdo simultidneas entre £ coli e Coliformes

Aparéncia tipica de microrganismos
E. coli — azul

Outros Coliformes — malva

Qutras bactérias — incolor ou inibide
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Anexo 3 — Catalogo Oxoid™ Thermo Fisher ™ do meio de cultura SS
Modified

ThermoFisher i -
SCIENTIFIC Pesquisar tudo

Visdo geral do produto Documentos

suspeita de abrigar patégenos entéricos, por exemplo, amostras médicas ou produtos

alimenticios.

+ Facil de ler: as shigellas formam colénias transparentes enguanto as salmonelas formam
colénias transparentes com centros pretos
s Seletive: componentes inibitérios seletivos verde brilhante, sais biliares, tiossulfato e citrato

inibem crganismos Gram-positives e coliformes ndo-alvo.

Embora amplamente utilizado, o 55 Agar tem sido criticado por causa da inibigio excessiva
das espécies de Shigella .

A investigagdo mostrou que a medificagio da formulagio por alteragées na mistura de sais
biliares, peptona e valor de pH melhoram consideravelmente seu desempenho no crescimento
de shigellas sem aumentar muito o crescimento de organismos comensais.

As coldnias de Salmonella também s&o maiores com escurecimento melhorado no centro. A
mudanga na formulagée reduziu o ndimero de g/l de 63g para 57g.

Mem todos os produtos estdo disponiveis para venda em todos os territérios. Por favor,
pergunte.

Os produtos Remel™ e Oxoid™ agora fazem parte da marca Thermo Scientific.

Anexo 4- Tabela com leitura 24h do meio CHROMagar MRSA no

armazeém.

Zona 1- Armazém

Mercearias MRSA Outras Bactérias
M1 0 12
M2 0 2
M3 0 1
M4 0 33
M5 0 7
M6 1 19
M7 0 4
M8 0 0
M10 0 17
M11 0 4
M12 0 736
M13 0 9
M14 2 a7
M15 0 1

Total UFC 3 892
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Anexo 5- Tabela com leitura 48h do meio CHROMagar MRSA no

armazem.

Zona 1- Armanzém

Mercearias MRSA Outras Bactérias
M1 0 12
M2 0 2
M3 0 4
M4 0 206
M5 1 56
M6 1 23
M7 0 5
M8 0 135
M10 0 20
M1l 0 11
M12 0 754
M13 0 9
M14 3 87
M15 0 7

Total UFC 5 1331

Anexo 6- Tabela com leitura 24h do meio CHROMagar MRSA na

zona de pagamento.

Zona 2- Pagamento

Mercearias MRSA Outras Bactérias
M1 0 1
M2 0 5
M3 0 25
M4 0 51
M5 0 231
M6 0 29
M7 0 13
M8 0 0
M9 0 4
M10 0 8
M11 0 180
M12 2 139
M13 2 16
M14 0 0
M15 0 0

Total UFC 4 702
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Anexo 7- Tabela com leitura 48h do meio CHROMagar MRSA na

zona de pagamento.

Zona 2- Pagamento
Mercearias MRSA Outras Bactérias
M1 0 7
M2 0 5
M3 0 64
M4 0 51
M5 0 257
M6 0 61
M7 0 13
M8 0 2
M9 0 10
M10 0 10
M11 0 180
M12 5 194
M13 2 168
M14 1 40
M15 0 0
Total UFC 8 1062

Anexo 8- Tabela com leitura 24h do meio CHROMagar MRSA nas

frutas.
[ CHROMagarMRSA |
Zona 3- Frutas

Mercearias MRSA Outras Bactérias
M1 0 1
M2 2 2
M3 3 13
M4 8 196
M5 0 15
M6 1 72
M7 2 122
M8 0 0
M9 0 7
M10 0 1
M11 4 16
M12 0 8
M13 5 50
M14 1 2
M15 0 0]

Total UFC 26 505
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Anexo 9- Tabela com leitura 48h do meio CHROMagar MRSA nas

frutas.

Zona 3- Frutas

Mercearias MRSA Outras Bactérias
M1 0 7
M2 2 200
M3 10 192
M4 8 198
M5 0 15
M6 1 77
M7 2 150
M8 2 13
M9 1 36
M10 0 34
M11 4 21
M12 0 17
M13 8 132
M14 2 210
M15 0 0

Total UFC 40 1302

Anexo 10- Tabela com leitura 24h do meio CHROMagar ECC no

armazem.

Zona 1- Armazém

Mercearias E.coli Coliformes Outras Bactérias
M1 0 0 78
M2 0 0 64
M3 0 0 18
M4 0 0 1
M5 0 0 0
M6 0 0 200
M7 0 0 1
M8 0 0 90
M10 0 0 200
M11 0 0 0
M12 0 0 178
M13 0 0 0
M15 0 0 203

Total UFC 0 0 1033
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Anexo 11- Tabela com leitura 48h do meio CHROMagar ECC no

armazem.

Zona 1- Armazém
Mercearias E.coli Coliformes Outras Bactérias
M1 0 0 90
M2 0 0 70
M3 0 0 218
M4 0 0 3
M5 0 0 400
M6 0 0 200
M7 0 0 1
M8 1 0 97
M10 0 0 200
M11 0 0 1
M12 0 0 178
M13 0 0 0
M14 0 0 201
M15 0 0 403
Total UFC 1 0 2062

Anexo 12- Tabela com leitura 24h do meio CHROMagar ECC na zona

de pagamento.

Zona 2- Zona de Pagamento

Mercearias E.coli Coliformes Outras Bactérias
M1 0 0 22
M2 0 0 35
M3 0 3 14
M4 0 0 21
M5 200 0 0
M6 0 0 1
M7 0 0 35
M8 0 0 200
M9 0 0 7
M10 0 0 0
M1l 0 0 204
M12 0 0 200
M13 0 0 200
M14 0 0 0
M15 0 0 2

Total UFC 200 3 941
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Anexo 13- Tabela com leitura 48h do meio CHROMagar ECC na zona

de pagamento.

Zona 2- Zona de Pagamento

Mercearias E.coli Coliformes Outras bactérias
M1 0 0 38
M2 0 0 35
M3 0 3 73
M4 0 0 107
M5 200 0 3
M6 0 0 10
M7 0 0 35
M8 0 0 200
M9 0 0 64
M10 0 0 200
M11 0 0 211
M12 0 0 209
M13 0 0 213
M14 0 0 0
M15 0 0 200

Total UFC 200 3 1598

Anexo 14- Tabela com leitura 24h do meio CHROMagar ECC nas

frutas

Zona 3- Frutas

Mercearias E.coli Coliformes Outras Bactérias
M1 0 0 8
M2 0 0 4
M3 0 0 52
M4 0 0 9
M5 0 0 4
M6 0 0 229
M7 0 0 5
M8 0 0 0
M9 0 11 200
M10 0 0 0
M11 0 0 369
M12 0 0 200
M13 1 0 108
M14 0 0 200
M15 0 0 0

Total UFC 1 11 1388
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Anexo 15- Tabela com leitura 48h do meio CHROMagar ECC nas

frutas

Zona 3- Frutas

Mercearias E.coli Coliformes Outras Bactérias

M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7
M8
M9
M10
M11
M12
M13
M14
M15
Total UFC

o

200
0
369
200
108
200
0
1388

P |o|lo|r|o|lo|o|o|o|o|o|o|o|o|e
Dlo|o|o|lo|lo|o|R|o|o|o|o|o|o|o|o

Anexo 16- Tabela com leitura 24h do meio SS Modified no armazém

Zona 1- Armazém

Mercearias Salmonella Shigella Outras Bactérias
M1 0 0 0
M2 0 0 0
M3 0 0 0
M4 0 0 0
M5 0 0 0
M6 0 0 2
M7 0 0 0
M8 0 0 0
M10 0 0 0
M1l 0 0 0
M12 0 0 200
M13 0 0 0
M14 0 0 0
M15 0 0 54

Total UFC 0 0 256
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Anexo 17- Tabela com leitura 48h do meio SS Modified no armazém

Zona 1-Armazém

Mercearias Salmonella Shigella Outras Bactérias
M1 0 0 0
M2 0 0 0
M3 0 0 0
M4 0 0 1
M5 0 0 1
M6 0 0 2
M7 0 0 0
M8 0 0 0

M10 0 0 0
M11 0 0 0
M12 0 0 200
M13 0 0 0
M14 0 0 2
M15 0 0 71
Total UFC 0 0 277

Anexo 18- Tabela com leitura 24h do meio SS Modified na zona de

pagamento
Zona de Pagamento
Mercearias Salmonella Shigella Outras Bactérias

M1 0 0 0
M2 0 0 1
M3 0 0 5
M4 0 0 0
M5 0 0 200
M6 0 0 0
M7 0 0 2
M8 0 0 0
M9 0 0 11
M10 0 0 0
M11 0 0 200
M12 0 0 200
M13 0 0 200
M14 0 0 0
M15 0 0 0

Total UFC 0 0 819
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Anexo 19- Tabela com leitura 48h do meio SS Modified na zona de

pagamento
Zona de Pagamento
Mercearias Salmonella Shigella Outras Bactérias

M1 0 0 0
M2 0 0 1
M3 0 0 6
M4 0 0 0
M5 0 0 200
M6 0 0 2
M7 0 0 2
M8 0 0 0
M9 0 0 12
M10 0 0 0
M11 0 0 200
M12 0 0 200
M13 0 0 200
M14 0 0 200
M15 0 0 0

Total UFC 0 0 1023
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Anexo 20- Tabela com leitura 24h do meio SS Modified nas frutas

Zona de Frutas
Mercearias Salmonella Shigella Outras Bactérias

M1 0 0 0
M2 0 0 0
M3 0 0 0
M4 0 0 1
M5 0 0 1
M6 0 0 113
M7 0 0 2
M8 0 0 0
M9 0 0 200
M10 0 0 0
M11 0 0 206
M12 0 0 0
M13 0 0 158
M14 0 0 200
M15 0 0 0

Total UFC 0 0 881

Anexo 21- Tabela com leitura 24h do meio SS Modified nas frutas

Zona deFrutas
Mercearias Salmonella Shigella Outras Bactérias

M1 0 0 0
M2 0 0 0
M3 0 0 13
M4 0 0 10
M5 0 0 1
M6 0 0 115
M7 0 0 3
M8 0 0 0
M9 0 0 200
M10 0 0 0
M11 0 0 208
M12 0 0 0
M13 0 0 172
M14 0 0 200
M15 0 0 0

Total UFC 0 0 922
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Anexo 22-
interpretacédo dos resultados associados a Estafilococos coagulase

Tabela adaptada do “Valores-guia INSA” para

positiva, E.coli patogénica em alimentos.

Tabela 5: “Valores-guia INSA” - microrganismos patogénicos e toxinas em alimentos prontos para consumo

Resultado

Contagem (ufc/g ou ufc/ml) ou Pesquisa (em 25 g) Neta 1

Microrganismos patogénicos
Nao satisfatorio/

e toxinas
Satisfatério Néo satisfatério potencialmente Testes de referéncia
perigoso
Bacillus cereus Nota 2 <103 103 - <10® >105 Confirmar a capacidade de produzir toxina,
tipificagao molecular
Outros Bacillus spp. patogénicos <104 104 - <108 =108 Tipificagdo molecular
Clostridium perfringens <102 102 - <104 =104 Tipificagdo melecular, detecdo do gene codificador
da toxina na estirpe isolada
Estafilococos coagulase positiva <10 102 - <104 =104 Tipificagdo molecular, detecdo da patogenicidade
(detegé@o do gene codificador da toxina na estirpe
isolada ou verificar se a estirpe é produtora de
toxina), resisténcia aos antimicrobianos
Listeria monocytogenes Néo detetado Detetado >102 Tipificagdo molecular e serotipagem das estirpes
isoladas
Campylobacter spp. Néo detetado NA Detetado Tipificagdo molecular, resisténcia aos
antimicrobianos
Cronobacter spp. Né&o detetado NA Detetado
Enterotoxina estafilococica Nao detetado NA Detetado Identificagéo do grupo da toxina
Escherichia coli verotoxigénico Nao detetado NA Detetado Tipificagao molecular, resisténcia aos
(VTEC) antimicrobianos
Escherichia coli patogénicos Nao detetado NA Detetado Tipificag&o molecular, resisténcia aos
(EPEC, ETEC, EIEC, EAEC, DAEC) antimicrobianos
Norovirus N&o detetado NA Detetado
Salmoneilla spp. Nao detetado NA Detetado Serotipagem, tipificagdo molecular, resisténcia aos
antimicrobianos
Shigella spp. Néo detetado NA Detetado Tipificagao molecular
Vibrio cholerae Néo detetado NA Detetado Serotipagem, tipificagdo molecular
Vibrio parahaemolyticus Néo detetado NA Detetado Tipificagdo molecular
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Anexo 23- Tabela adaptada do “Valores-guia INSA” para
interpretacdo dos resultados de coliformes como Enterobacteriaceae

em alimentos (grupo/subgrupo2A).

Tabela 6: “Valores-guia INSA”" - microrganismos indicadores de higiene e de alteragéo em alimentos prontos para consumo

) ) Resultado
Sl Contagens (ufc/g ou ufc/mi)
indicadores de higiene Grupo e Subgrupos : o
slrilimeid Satisfatorio Questionavel Nao satisfatério
Enterobacteriaceae a 37 °C 14, 1B <102 102 - 5103 >102
1D Nao detetado Detetado =102
em 10 ml ou em 10 ml ou
em 10 g Metad emi0ge =102

28 &3 108 - <104 >104

Anexo 24- Tabela adaptada do “Valores-guia INSA” para
interpretacédo dos resultados de coliformes como Enterobacteriaceae,

Estafilococos coagulase positiva e E.coli em superficie (2A).

Tabela 7: “Valores-guia INSA” - microrganismos a 30 °C e indicadores de higiene em superficies do ambiente preparacéo/
distribuigdo alimentar

Valor Maximo Admissivel

Micrarganismos Escherichia coli

Zonas Tipos de superficies Fase em que se aplica 230°C Enterobacteriaceas /Estafilococos
— coagulase positiva

1 Contactam com o alimento pronto para | A - Prontas a utilizar <102 ufc/pega < 2 ufe/pega < 2ufc/peca
consumo ou com a boca do consumidor | (expostas ou guardadas) (inferior ao limite (inferior ao limite
(média de b utensilios iguais) de detegio) de deteglo)
GContactam com alimentos prontos para | B - Prontas a utilizar <107 ufc/pega <10 ufc/pega <10 ufc/pega
CONsUMe ou com as matérias-primas (expostas ou guardadas) ou ou ou

<10 ufe/100 em? <10 ufc/100 cm? <10 ufc/100 om?
ou (inferior ao limite (inferior ao limite
<1 ufe/ml de de detegéo) de detegéo)
caﬁacidade da geca ——

2 Contactam com o recipiente que contém | A - No decurso da laboragio <10* ufe/100 em? <102 ufe/100 om? <10 ufe/100 om®
alimentos prontos para consumo (ex. ban- | 1 — (inferior ao limite
cadas, carros de fransporte, tabuleiros, de detegéo)
vitrinas de exposigéo, frigorificas, panos, —
aventais/fardas de manipuladores & manu- | B - Logo apés o processo de <102 ufc/100 cm? <10 ufe/100 om? <10 ufe/100 em?
sear alimentos pronios para consumao) lavagem/ higienizagéo (inferior ao limite

de daterin)
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