UNIVERSIDADE DO ALGARVE

FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIA

“A VALIACAO DA EFICIENCIA DA HIGIENIZACAO

DAS M AOS EM M ANIPULADORES DE ALIMENTOS”

VERA LUCIA PATRICIO VIEIRA PEREIRA

DISSERTACAO DEMESTRADO EMBIOLOGIA MOLECULAR EMICROBIANA

2011
FARO



UNIVERSIDADE DO ALGARVE

FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIA

“A VALIACAO DA EFICIENCIA DA HIGIENIZACAO

DAS M AOS EM M ANIPULADORES DE ALIMENTOS”

VERA LUCIA PATRICIO VIEIRA PEREIRA
N.c 29777

DISSERTACAO DEMESTRADO EMBIOLOGIA MOLECULAR EMICROBIANA

DISSERTACAO ORIENTADA POR

Prof2 Doutora Lidia Dionisio

2011
FARO



O conteudo deste trabalho é da inteira e exclussonsabilidade da autora
gr@ o(ub& 19@ YT /Deceprq

(Vera Pereira)




Agradecimentos

Gostaria de prestar os meus sinceros agradecimentos, por teraitidpea
realizacdo deste trabalho e por toda a relevancia durante execugdo, as seguintes

pessoas:
A Professora Lidia Dionisio por me ter orientado, apoiado e motivado.

A Dra. Cecilia Silva por me ter permitido realizar estudo no laboratério do
Aqualab.

Ao pessoal técnico do Laboratério de Microbiologia do Aqualab por tudo o que
me ensinaram, em especial a Catia Pinto pela sua disponibilidadgudar-me ao

longo de todo o trabalho.

A cadeia hoteleira onde este estudo se realizou, especialme¢partamento

de qualidade e aBhef por me facultarem a recolha das amostras.

A todos os participantes pela paciéncia e compreensdo que demaonstrara

durante toda a amostragem.

A minha familia e ao meu namorado, por me apoiarem incondicionalmarge e

motivarem sempre a dar o meu melhor.

Muito obrigada a todos!



Resumo

A higienizacdo das méaos dos manipuladores de alimentos reveleegtaira
importancia considerando que a contaminacédo dos alimentos ocorre, veagas por
microrganismos presentes nas suas maos.

A presenca de microrganismos nas maos esta muitas vezgsnegla com
praticas de higiene inadequadas, 0 que sugere uma falta de fomagarofissionais,
principalmente na area da restauracao.

O presente trabalho teve como objetivo contribuir para a eficiéhusa
procedimentos de higienizacdo das maos praticados por manipuladolesemtos.
Com vista a esse fim, este trabalho pretendeu: otimizar umcplotde higienizacéo
testando diferentes agentes de desinfecdo e comparando-os; aipriaeedimento de
amostragem selecionando o método mais reprodutivel/viavel paragidi em rotina;
propor critérios de apreciacdo da eficiéncia de higienizacaonéas para a amostra
alvo.

Recolheram-se amostras antes e ap0s a higienizacdo das ardals@u-se a
presenca de diferentes microrganismos. Os mais frequentes) enaior nimero de
contagens microbianas, foram os mesofilos aerdbios, apresentands waaimos de
9,50x1G UFC/méo antes e de 9,30X10FC/m&o apds lavagem das maos. Amostras
com presenca de coliformes totaiStaphylococcus auredgram observadas em menor
nimero e apresentaram contagens maximas elevadas, respetivan®@xt0 e
3,60x1G UFC/mé&o antes, e 2,00x10 e 2,20xUFC/m&o ap6s higienizacdo das maos.
Os resultados obtidos, com excecédo [raureusevidenciaram uma maior eficacia na
reducdo da contaminagdo quando a higienizacdo das maos é feita usardetes
Concluiu-se também que a recolha da amostra em varias zona&oda importante
para se obter informagcdo mais realista sobre o nivel de cont@minAds elevadas
concentracdes microbianas registadas neste estudo salientanpodamtia da
implementagcéo de programas de formag&o dos manipuladores, nos quaie dewera
abordados temas como a influéncia da higienizacdo das maos nadgusdidaaria dos

alimentos e a forma como esta deve ser praticada.

Palavras-chave: industria alimentar, contaminacdo cruzada, higiene das maos,
microrganismos indicadores de higiene, agentes de higienizaigéiobimta transitoria,

microbiota residente



Abstract

Hand hygiene of food handlers revealed extremely important congjcia

food contamination often occurs by microorganisms on their hands.

The presence of microorganisms on hands is often related to poondiygie

practices, suggesting a lack of training of professionals, mainly in tlaeirast area.

This study aimed to contribute to the efficiency of proceduretdad hygiene
practiced by food handlers. With a view to this end, this work aimsptimize a
protocol for testing different cleaning agents for disinfection eochparing them;
optimize the sampling procedure by selecting a more reprodiiedsédle method for
routine, to propose criteria for assessing the efficiency of himading to the sample
target.

Samples were taken before and after hand washing and analyzelefor
presence of different microorganisms. The most frequent and witlerhighmber of
microbial counts were the aerobic mesophiles, with maximum valfiel50x16
CFU/hand before and 9.30X1@FU/hand after hand washing. Samples with total
coliforms andStaphylococcus aureusere found in smaller numbers and presented
high peak counts, respectively 3.60%Enhd 1.98x10 CFU/hand before, and 2.00x10
and 2.20x1® CFU/hand after hand hygiene. The results, except thos8. faureus
showed greater effectiveness in reducing contamination when hanénéaygs
performed using two agents. It was also concluded that the sampimgous parts of
the hand is important to get a more realistic information about lekel of
contamination. The high microbial concentrations recorded in this sindygsed the
importance of implementing training programs for food handlers, hichwissues
should be addressed as the influence of hand hygiene in health quétitgl @nd how

it should be practiced.

Key-words: food industry, cross-contamination, hand hygiene, hygiene indicator

microorganisms, cleaning agents, transient microbiota, resident microbiota
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l. OBJECTIVOS

Este estudo teve como objetivo principal avaliar a eficiénciagianizacédo das

maos por manipuladores de alimentos, e desenvolveu-se através das seguistes etapa

* Otimizacdo de um protocolo de higienizacdo de maos selecionando e
comparando diferentes agentes de desinfecdo e enumerando determinados

microrganismos antes e apos a higienizacao;

» Otimizacdo do procedimento de amostragem selecionando um método de
amostragem com melhor reprodutibilidade/viabilidade de utilizacdo em
rotina, e elaborando uma ficha de identificacdo do estado das maos dos

manipuladores.

» Propor critérios quantitativos de apreciacao da eficiéncia dentzgg&o das
mMAaos para a amostra alvo com base nos estudos efetuados e naabébliogr

disponivel, no ambito da manipulacéo alimentar.



ll.  INTRODUCAO

O processamento de alimentos surgiu com a necessidade de proltegaoo
de vida dos alimentos de forma a permitir que estes chegassem @midonse fossem
consumidos, antes da sua deterioracdo. A degradacdo dos alimentoslecioivea
acdo de microrganismos que os utilizam como fonte de nutrieqgtes @s transformam
podendo torna-los improprios para 0 consumo humano. Este processo ocorreoporque
alimentos sao facilmente contaminados com microrganismos presentasibiente
durante a sua manipulagdo e processamento (Cunha, 2006). Por vezes, p@te nao s
visivel a degradacéo do alimento, mas este ja estar tdo cortamima a sua ingestao
podera levar ao desenvolvimento de doencas no consumidor, podendo mesmo, em
situacdes extremas, causar a sua morte. Esta situacao poolgecer quando existe
contaminagdo por determinados microrganismos patogénicos (Baptigenancio,
2003). Por estes motivos, deve-se ter sempre em consideracdo o padencia
desenvolvimento deste tipo de microrganismos durante o processamentoet¢oal
Tendo em conta o nivel inicial de contaminacdo das matérias-pdeasse, assim,
estabelecer este processo de forma a garantir a seguranpaodo®s apos 0 seu
processamento (Baptista e Venancio, 2003). Para este efeito fesenvdlvidas
medidas de controlo como o sistema de Analise de Perigos e PaitioesCde
Controlo/HACCP Hazard Analysis and Critical Control Poito qual permite fazer
um levantamento ndo s6 dos perigos biolégicos, mas também fisizomieos, que
podem ocorrer durante o processamento de um alimento e, durante a producao,
controla-los nos Pontos Criticos de Controlo (PCC) (Cunha, 2006).

Apesar da degradacéo dos alimentos ser um processo natural e@hewoitd o
passar do tempo, se estes nao forem consumidos dentro do seu prdirtade, vl se
forem expostos a determinadas condi¢des viaveis ao crescimeniordeganismos, 0s
alimentos podem ainda ser contaminados por contaminagéo cruzadaodestacorrer
devido a inadequadas praticas de higiene, tanto ao nivel pessoalao nivel dos
equipamentos e utensilios utilizados na producdo e manipulacdo de @dimAant
higiene pessoal dos manipuladores, por si s6, é fulcral no controlo darpgdlo de
surtos de doencas alimentares, pois as mdos sdo um importante deitalessmissao

de microrganismos para os alimentos durante a sua confecédo. @efachtaminacéo



das maos tem sido a causa de muitos surtos de origem alintéatse( e Knachel,
2003). O manipulador €, assim, um importante fator que deve ser contpalealo
garantir a seguranca dos alimentos. Seja doente ou portador raasoup ele é

responsavel por até 26% dos surtos de doencas veiculadas por alirdenims, a

praticas de higiene inadequadas ou a utilizacdo de métodos amiidugjédurante a
preparacao dos alimentos (Coeétal, 2010).

Hoje em dia, com o crescente aumento do habito de efetuar refeoc@ete
casa (Coelhet al, 2010), torna-se cada vez mais importante controlar a seguranca dos
alimentos em restaurantes e superficies afins. Apesar demassHACCP estarem,
atualmente, bem implementados em féabricas de processamento dmtadim
permitindo o aumento dos seus padrées de higiene alimentar, aindiai passivel
atingir este nivel de desenvolvimento em restaurantes e esiaimitos semelhantes, e

a formacéo dos trabalhadores nestas areas € quase inexistente éAalGiga0e6).

A deficiéncia no controlo dos padrdes higiénico-sanitarios €, assia,das
responsaveis pela ocorréncia de surtos de doencas transmitidampotas. Uma das
formas de fazer o controlo da qualidade e seguranca dos alimentositsevés da
implementacdo de métodos de higienizagdo adequados, da monitorizac@a da s
eficacia, e da formacdo dos trabalhadores. Para tal, € necepsa se continue a
investigar quais os agentes de higienizacdo das maos maentefic e quais 0s
melhores métodos de recolha de amostras, para uma monitorizac@ml paent
eficiéncia e do cumprimento de praticas de higiene por parte dogputadores de

alimentos.

1. Revisao bibliogréfica

1.1. Enquadramento historico

Héa vérios séculos que se reconhece a importancia da higiene osondo
uma medida de promoc¢ao da higiene pessoal e da saude publica {Bekinetet al.,

2005). Porém, durante muito tempo, a lavagem das maos era apenas lugliginso



ou cultural, com uma preocupacédo estética mas ndo de prevencaecdesnflumaa,
2005).

1.1.1. Ensinamentos do passado

A ideia da existéncia de uma associacdo entre higiene e sardeg¢gonhecida
no século IV a.C., altura em que foi elaborada a versdo originalutdmento
Hipocratico, no qual o médico jura por Hygieia, entre outros Deusesndief os
principios do juramento. Na mitologia grega Hygieia representdeaisa da limpeza e
do saneamento, e era a primeira a dar assisténcia na prevencéo da doenca e geomoca
saude. Esta deusa foi adoptada com o nome Salus pelos Romanos. Destaogor
nossos termoshigiene e salvacao derivam de Hygieia e Salus, respetivamente,

mostrando a relacdo ancia entre ambos os conceitos (Delaney e Gunderman, 2008).

No século XlIl, em Espanha, Moses Maimonides, médico judeu, defendeu a
pratica da higiene das maos pelos praticantes de medicina (289@),porém, a falta
de relatos microbioldgicos e epidemioldgicos conduziram esta ideiew declinio
(Delaney e Gunderman, 2008). Durante varios séculos, os hébitos de higiem® us
apenas agua e sabdo, tiveram como objetivo apenas cuidar daiap&@éanios, 2002;
Boyce e Pittet, 2002), ndo passavam de antigos costumes cufiienslt, 2001).
Apenas no século XIX, nos anos 1840, um obstetra austriaco, Ignaz Semmelwe
conseguiu provar a relagdo entre a lavagem das maos e a diminoigiiondro de
mortes de mulheres devido a febre puerperal (Delaney e Gunderman, 200&)aEde r
que os medicos e estudantes de medicina passavam diretament dia @alopsias
para as salas de parto, e que apesar de lavarem as méaos coen sadpde, estas
emanavam um cheiro bastante desagradavel. Semmelweis sugeu geltaas
particulas dos cadaveres que permaneciam nas maos dos meditaartes apds as
autopsias eram a causa do elevado numero de casos de febre budgpersistiu que
tanto médicos como estudantes deveriam passar as maos por umadmhipéalorito
de célcio apos a sua lavagem com 4gua e sabdo entre a obsdevegéa paciente. A
escolha desta solucdo poderia estar relacionada com o efeito desudorlos
compostos do cloro (Pittet e Boyce, 2001; Boyce e Pittet, 2002)oBstavacao feita
por Semmelweis foi a primeira evidéncia de que lavar as matmnegte
contaminadas, com um agente antisséptico permite uma maior redieigdmencas
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associadas aos cuidados de saude do que a lavagem apenas conald@odBogce e
Pittet, 2002).

Em Franca, as evidéncias de Semmelweis ndo eram bem idashec muitos
médicos ridicularizavam a ideia de que as suas maos fossenosaleutransmisséo de
doencas. Porém, em 1847, na Academia de Medicina em Paris, Loeisr Rdisinou
gue o que matava as mulheres com febre puerperal eram os médicarssportarem
microrganismos de mulheres doentes para mulheres saudaveis yBel@naederman,
2008). Pasteur desenvolveu a teoria do germe e a sua relagdo cons,descipasido
ele também quem identificou o microrganismo responsavel pela febrpemle

(Streptococcus pyogendg®elaney e Gunderman, 2008).

1.1.2. A higiene das méaos na atualidade

As observacdes levadas a cabo por Semmelweis permitiram ekmorm
entendimento da importancia da higiene das méos no controlo de doengassagee
a partir destas, outros estudos foram desenvolvidos. Hoje é um fachs quEons sao
um importante veiculo de transmissao de infe¢Bes e que a selmizagéo € a forma
mais eficiente de evitar a proliferacdo dos microrganismosseirdacdes a estes
associadas (Shojaett al, 2006; Raddiet al, 1988). Os primeiros trabalhos
desenvolvidos nesta area estavam relacionados com a transmissédoerdg@s
contraidas em ambiente hospitalar através de profissionais de Barta, hoje em dia
sabe-se que as maos de manipuladores de alimentos sdo tambémniegporiculos
de contaminacédo cruzada de alimentos, 0 que constitui uma preocupagfe ms ao
nivel da industria alimentar mas também ao nivel da comunidade enliente
doméstico (Shojaei, Shooshtaripoor e Amiri, 2006; Jumaa, 2005). Desta fonoitoé
importante que se consiga melhorar as praticas de higiene aetstdgsniveis, pois
apesar dos conhecimentos atuais, ainda continuam a surgir surtos rag@sdoe

infecciosas associadas a falta de higiene.



1.2.Higiene Pessoal na Industria Alimentar
1.2.1. Higiene das maos

Considerada, pel@enters for Disease Control and Preventi@DC),, como
uma das formas mais eficazes de prevenir a transmissao de sjaemgaadequada
higiene das maos tem a capacidade de remover microrganisrgérpeds das maos e
impedir a transmissdo de doencas infeciosas de pessoa paa (Siskbert-Bennedt
al., 2005). Estudos realizados por esta agéncia (CDC) sugerem que 20%atodea
doencgas bacterianas transmitidas por alimentos tém origem mogutadores (U.S.
Food and Drug Administration, 20@pudGreiget al, 2007).

Na induastria alimentar, uma higiene pessoal descuidada por parte dos
manipuladores ira aumentar a probabilidade de contaminacdo dos alimerdnse a
sua preparacédo, devido a contaminacdo cruzada. Esta contaminacaaedoaeao
facto das méos estarem constantemente em contacto com o rar,usradas para
manipular equipamentos e utensilios, poderem contactar com partes pdo otor
superficies que néo estejam devidamente limpas, e serem depossnasadafecédo dos
alimentos. A falta de higiene por parte dos manipuladores pode levar a
desenvolvimento de condi¢cdes favoraveis para a multiplicagdo dergaicismos,
podendo conduzir ao aparecimento de doengas graves em consumidorefridesta
qualquer manipulador de alimentos deve adotar praticas de higienel peEspeadas
as suas funcgdes, ter comportamentos adequados, e seguir todaasaadeiidas pela

instituicdo empregadora (Batista e Saraiva, 2003).

Foram varios os fatores observados por Getigl. (2007), num estudo de
revisdo do papel dos manipuladores de alimentos em surtos alimergaees,

contribuiram para a ocorréncia de surtos associados aos manipuladores, ente 0s quai

» Contaminacao cruzada por ingredientes crus de origem animal;
» Contacto das méaos do manipulador, sem luvas, com o alimento;
» Contacto das maos do manipulador, com luvas, com o alimento;
* Manipulagdo dos alimentos por uma pessoa portadora ou infetada com um

microrganismo patogénico;

! Centers for Disease Control and Prevention. Acedi6 de Agosto de 2011, disponivel em
http://www.cdc.gov/Features/HandWashing/




» Falha na pratica de uma higiene adequada das maos.

Todos estes fatores mostraram 0 quanto € importante que 0s nuoTgEsla
sejam consciencializados da necessidade de se lavar asemgwe gue necessario, e

de uma forma adequada, de forma evitar a contaminagao dos alimentos.

1.2.1.1. Quando lavar as maos

As maos devem ser lavadas apés todas as situacbes que compronse@am a
higiene: antes de se iniciar o dia de trabalho e apds cada linteempre que se utiliza
a casa de banho; ap6s a manipulagdo de equipamentos sujos, sacos estdxaler
produtos alimentares, embalagens, produtos quimicos ou de limpeza; imedtata
antes de se manipular alimentos ou cada vez que se mude deatadsfap tocar em
gualquer parte do corpo; depois de se assoar, tossir, espirrar, ¢omar, ou beber
(Batista e Saraiva, 2003; Ancia al, 2006), ou qualquer outra situacdo em que o
trabalhador tenha davidas quanto a necessidade de lavagem das maos, através da adoca

do Principio da PrecaucfBatista e Saraiva, 2003).

1.2.1.2. Onde e como lavar as maos

A lavagem das maos € considerada um dos procedimentos maisseficaze
controlo da proliferagcdo de organismos patogénicos, quando executada de forma
adequada (Montville, Chen e Schaffner, 2002). Os objetivos da lavagamédassao,
ndo soO eliminar rapidamente e com a maior eficicia possivérabinta transitoria,
mas também ter uma acdo antimicrobiana persistente sobrer@biote residente
(Jumaa, 2005). Para que haja uma maior eficiéncia neste prooedien@m menor
risco de contaminacdo das maos, estas devem ser lavadas nidmiolamenas usado
para esse fim, de preferéncia com comando acionado pelo joelho ou f(Raigté e
Saraiva, 2003). As maos devem ser lavadas com agua quente corrisnéea poelhor
forma de remover bactérias, gordura e sujiddaeipa et al, 2006). Todas as zonas
das maos devem ser cuidadosamente lavadas, como 0s espacos eolns,assdostas
das maos, o polegar, e as unhas (Batista e Saraiva, 2003). Sempreegséarizeas
unhas devem ser escovadas, pois a regido sob estas é reladvaraeessivel aos



detergentes durante a lavagem das maos, sendo por isso uma regiad® acdalsa
um namero de bactérias significativo, podendo ter um papel importatri@nemissao

de microrganismos pelas méaos (McGinley, Larson e Leyden, 1988).

Todas as condi¢cdes mencionadas devem ser tidas em elevadaragasigela
entidade patronal, pois a inexisténcia de instalacdes adequadashipgieme das maos
e um procedimento de lavagem das maos inadequado sdo dois dos fatsres mai
frequentes que contribuem para a ocorréncia de surtos de doencageaealimentar
por falhas na higiene pessoal (Tatdl, 2007).

1.2.1.3. Condigbes para uma correta higiene das maos

Ha varios fatores relacionados com o processo de lavagem das mosiepue
afetar a contagem de microrganismos, tais como 0 sabdo énfetdese usados, € 0

método de secagem das maos (Montetlal, 2002).

1.2.1.3.1. Agentes de higienizacéo

Na industria alimentar, muitas vezes a lavagem das maot édedrrendo ao
uso de dois agentes, primeiro um sabdo e depois um desinfetante de kaseol.
Estudos mostram que estes desinfetantes, sozinhos, podem ser &3 eficao lavar
as maos, mas apenas em algumas circunstancias, pois 0 seu Esama@priado
guando as maos estdo visivelmente sujas, porque a sujidade dimincaaaefio
desinfetante (Simonne, 2005). Assim, € necessario lavar primemwaasscom sabéo, e
0 uso do desinfetante depois da secagem podera permitir uma nmadagaoe de

microrganismos.

Para a higienizagdo das maos pode-se usar sabdo normal ou sabao
antibacteriano. Os sabdes, devido as suas propriedades detergerdesappénidade de
remover sujidade e varias substancias organicas das méaos. Unsisapl@s tem uma
capacidade muito reduzida de remocdo da microbiota transitéria,umasabao
antimicrobiano contem agentes antissépticos que tém uma elevaacidade de
reduzir a microbiota da pe(Boyce e Pittet, 2002), sendo por isso mais eficientes na

higienizacdo das maos.



Apds secagem das maos o uso de um desinfetante a base de alcsel poae
contribuicdo importante na remogdo de microrganismos. Os alcovisatigidade
antimicrobiana devido a sua capacidade de desnaturar as proteinasrdoganismos,

e apl0s 0 seu uso O reaparecimento de bactérias na pele € ntmideddo a sua
atividade residual. Estes desinfetantes tém uma acao rapidéertefna destruicdo de
bactérias e alguns virus (Simonne, 2005). A sua composi¢cdo pode cantdr &t
propanol ou 2-propanol, ou uma combinacéo destes. Os produtos mais efica&ams cont
entre 60 e 95% de alcool, pois concentracdes superiores sao meieosesfidevido a
necessidade da presenca de agua para a desnaturagdo idagpfbteson e Morton,
1991apudBoyce e Pittet, 2002).

1.2.1.3.2. Secagem das maos

Apos retirada a sujidade visivel das méos estas devem sereseemprsecas,
sendo os métodos de secagem mais comuns as toalhas de papataiaeseale ar
quente. Nesta etapa ha que assegurar que a secagem daficiarge o que é muito
importante para prevenir a translocacdo de microrganismos kPettrat, 1997 apud
Taylor et al. 2000), e que n&o ocorre contaminagdo das maos, pois tanto os
dispensadores das toalhas de papel como a saida dos secadores padem es
contaminados (Harrisoet al, 2003; Tayloret al, 2000). Desta forma, ha que ter
bastante cuidado quando se seca as maos para nao se tocaupestiages, nem com

as maos nem com as toalhas de papel, quando é este o método usado.

Vérios estudos foram ja realizados para verificar qual o meti@odo de
secagem das méos. Alguns resultados indicam ndo haver uma difelemaate entre
0 uso de ambos os métodos na reducdo do numero de bactérias, outrosundibasn
métodos como sendo mais eficiente. Porém, ha que ter sempre enguergates
resultados dependem dos métodos de determinacdo da carga bactelvageae de

hidratacéo da pele (Taylet al, 2000).



1.2.1.3.3. Utilizacao de luvas e outras medidas de protegao

Para além de uma inadequada lavagem das méos, uma das fathiasquante,
associada a manipuladores de alimentos infetados ou portadoresrdeganismos
patogénicos, € o contato das maos descobertas com os alimentost(@gd2D07). A
organizacdo americana responsavel pelo controlo de alimentos esageiticos,
denominada FDAKood and Drug Administration recomenda a utilizagdo de luvas
como barreira na prevencgéo do contacto das méos com alimentos prootosr. Na
realidade é mais na preparacao de alimentos, comparando comativitgasles, que os
manipuladores utilizam luvas (Greest al, 2007). Porém, ao utilizarem luvas, os
trabalhadores ndo devem descuidar a higiene das maos, pois a sagiatijor si so,
nao impede a transmissao de microrganismos para os alimentasf@es, antes de
se usar as luvas deve-se lavar corretamente as maos, e dehovmsadevem ser
desinfetadas, por exemplo com um desinfetante a base de alcoshaSwmrafa for
interrompida, ou se houver uma mudanca de tarefa, as luvas devesjeisadas, as

maos novamente lavadas, e usadas novas luvas desinfetadas (Batista e Saraiva, 2003).

N&o estd provado que a utilizagdo de luvas seja a forma egusasde
manipular alimentos do que quando estas ndo sao utilizadas mas assdnaos
corretamente lavadas (Batista e Saraiva, 2003). Aygitesl. (2004), no entanto,
concluiram que uma utilizacdo apropriada de luvas permite uma megabe&teriana

nas maos.

Para além de uma correta higiene pessoal, quer sejamdatilihavzas ou nao,
outras medidas devem ser tidas em conta pelos manipuladores ducanfec@o de
alimentos. Os trabalhadores devem utilizar sempre roupas de prd¢éegéordo com os
regulamentos de seguranca alimentar. Estas roupas, ou fardasgerpepnmoteger os
alimentos da contaminacao pelas roupas dos manipuladores e ao megmprtgeger
as proprias roupas dos manipuladores da contaminacdo por restos deoslifard
além do mais, as fardas devem estar sempre limpas. Entaimp&rtante a utilizagéo
de toucas para cobrir 0 cabelo, as quais protegem contra a quedbettes para 0s
alimentos. Este aspeto é extremamente importante para esitataminacao alimentar,
pois muitas vezes o cabelo contém bactérias do g&taphylococcugAncipaet al,
2006).
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Estas e outras medidas, como a utilizagéo de cal¢cado adequadaytdizegao
de joalharia (Ancipat al.,2006), entre outras, devem ser sempre tidas em conta pelos
trabalhadores para prevenir a contaminacdo de alimentos por prpésasais

incorretas.

1.3. Microrganismos

Durante a sua confecéo, os alimentos podem ser expostos a sitleap@eg)o
de contaminacdo microbiana, a qual pode estar relacionada cocagpiaadequadas
durante o processamento e manipulacdo @tital, 2007). Os préprios manipuladores
de alimentos sdo portadores de microrganismos e podem contaminanerdca com
microrganismos patogénicos que poderdo causar doencas a quem osed@wcsta e
Saraiva, 2003). A transferéncia de microrganismos de matémagaspre do proprio
ambiente, para os alimentos ja confecionados, sdo uma das caus&equaistes de
contaminagcdo de alimentos, e as maos dos manipuladores sédo o Ipvieicpi de
transmissao (Ancip&t al, 2006). Esta transferéncia de microrganismos € feita por
contaminacgao cruzada, a qual pode ser direta, através da mamplgaghmentos, o
gue ocorre quando ha uma higiene pessoal descuidada, ou indireta, quando ha uma ma
conduta e um deficiente controlo do equipamento por parte dos manipuladoies, (T
et al, 2000). Os microrganismos envolvidos séo bolores, leveduras, bactérias, virus ou
parasitas, porém, as bactérias sdo os que mais contribuem paméamicacao de
alimentos quando se verificam falhas na higiene pessoal Batfaraiva, 2003; Greig
et al, 2007).

1.3.1. Microbiota da pele

A microbiota da pele esta dividida em residente e transitorieesilente é
aguela que se encontra em pessoas saudaveis, e que geralmentduadomiraisco
para a saude. Estes microrganismos encontram-se nas camadjpsofuadas da pele e
nos foliculos de cabelo e glandulas, e por este motivo podem serdosduzis nao
totalmente removidos pelas praticas de higiene (Tagtaal, 2000). As bactérias que

fazem parte da microbiota residente consistem principalmentéaetérias Gram-

11



positivas, como algumas espéciesStaphylococcysCorynebacteriunmspp. e alguns
anaerdbios tais conferopionibacteriumspp. (Madigan, Martinko e Parker, 2000).

A microbiota transitéria consiste em microrganismos que seradesaiperficie
da pele através do contacto com o ambiente inanimado, e podem serittasigfara os
alimentos se nao houver cuidados de higiene pessoal. Alguns podem 3eiajpoéate
patogénicos, mas ao contrario dos microrganismos residentes, pestesn ser
removidos através da lavagem das maos (T&ylat, 2000). Desta forma, na industria
alimentar, a higiene das mé&os tem como principais preocupac@esnocdo da
microbiota transitOria recentemente adquirida e a possibilidadeiaddransferéncia
(Hansen e Kngchel, 2003).

A microbiota autoctone da pele do Homem varia de acordo com a area
geografica, o nivel socioeconémico, os habitos alimentares e de hayiemzos fatores
que alteram a suscetibilidade do hospedeiro. Porém, h& evidénciae dgegpar de
haver uma grande variabilidade na microbiota da pele de pessoa psoa, E=tes

microrganismos sao relativamente constantes em cada individuo (Jumaa, 2005).

1.3.2. Microrganismos indicadores de higiene

Os principais microrganismos indicadores associados a praticagieleehsao,
entre outros, mesofilos aerdbios, coliformes totasherichia colie Staphylococcus
aureus (Department of Health, 2008pud Lues e Tonder, 2007). Estes, entre outros
microrganismos, tém sido associados a doencgas alimentares, senddoiEmusie
doencas, e por vezes até morte, de varias pessoas por ano (Boiratee, 2002apud
Lues e Tonder, 2007).

1.3.2.1. Mesofilos aerdbios totais

Organismos mesofilos aerdbios podem ser bactérias, fungos ritzsus ou
leveduras, cuja temperatura 6tima de crescimento é de cercale g@ralmente tém
origem nos humanos ou animais. A maioria das bactérias patogpareas Homem
pertence a este grupo, tais como cor8almonella Staphylococcus aureu®

Clostridium perfringengAdams e Moss, 2008). Por englobarem uma vasta gama de
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microrganismos, 0s mesofilos aerdbios tornam-se excelentes indisadorestado
higiénico das maos e da potencialidade de contaminacéo dos alimentos.

1.3.2.2. Coliformes totais

O grupo dos coliformes totais é composto por bactérias da familia
Enterobacteriaceaeas quais tém a capacidade de fermentar lactose e produzir gas
quando incubadas a temperaturas entre 35 e 37°C (Cunha, 2006). Deste grupo de
bactérias fazem parte os génekscherichia, Enterobacter, CitrobacterKlebsiella,
mas apenak. colitem como habitat natural o intestino humano e animal. Os restantes
géneros, para além de poderem ser encontrados nas fezesasdi@m tpresentes
noutros ambientes, como no solo e na vegetacao (Cunha, 2006). Apesar dedte grupo
microrganismos incluir os coliformes fecais, a sua presengades de manipuladores
ndo indica necessariamente que haja contaminacdo fecal ou bguiogénicas de
origem intestinal (Franco, 2008pud Cunha, 2006). Este grupo é, no entanto, um

indicador de falta de higiene.

1.3.2.3. Escherichia coli

E. coli € uma bactéria Gram-negativa, anaerdbica facultativa. Vésiarpes
desta bactéria tém surgido como importantes causadores déemfee origem
alimentar. Estas sdo capazes de produzir enterotoxinas, sendoppdesignadas de
enterotoxicas. Uma estirpe em particukarcoli O157:H7, causa milhares de infecfes e
mata centenas de pessoas por ano, e a doenca provocada pela entelettxiestirpe
pode provocar diarreia hemorragica e falha renal em criancagigdh, Martinko e
Parker, 2000).

A importancia do seu isolamento em amostras de maos esta nodémstéo
bactéria, para além de uma importante causa de contaminaca@mtatimser um
importante indicador de contaminacao fg@alcicek et al, 2004), uma vez que tem
como habitat exclusivo o trato intestinal humano e de animais homeémsr(Siqueira,
1995apudMachadcet al, 2009; Cunha, 2006). Porém, esta bactéria ndo €, geralmente,
detetada nas maos (De Wit e Rombouts, EHjR®iLues e Tonder, 2007).
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1.3.2.4. Staphylococcus aureus

S. aureus uma bactéria Gram-positiva, coagulase-positiva, que produz varias
enterotoxinas, as quais séo libertadas para o meio ou alimentos erg\éios
tipos de enterotoxinas & aureuga foram identificadas, sendo a enterotoxina A a que
mais frequentemente esta associada a surtos de intoxicag&atal por estafilococos
(Madigan, Martinko e Parker, 2000).

O ser humano tende a ter grandes quantidadeStag#ylococcus aureuso
nariz e na boca, principalmente em caso de constipacdes ou feritapa(ét al,
2006). Apesar de estar presente normalmente no corpo humano semqoaicpaer
tipo de patologia esta bactéria pode ser transferida pelasdogiesanipuladores para
os alimentos e produzir enterotoxinas, provocando intoxicacfes alinsentare
consumidor (Batista e Saraiva, 2003). Segundo Kampf e Kramer (ZC)reusem
a capacidade de sobreviver nas maos por, pelo menos, 150 minutos e emiesiperf
inanimadas por 7 meses. Tanto nas maos como em superficies de)ireates
periodos de tempo sdo o suficiente para que ocorra contaminacadacuzs
alimentos. Por estes motivoS, aureusé uma bactéria frequentemente isolada em
estudos sobre contaminacao de alimentos pelas méaos de manipulatfoesdaét al,
1995; Litzet al, 2007; Andrade, Silva e Brabes, 2003; Aycietlal, 2004; Milleziet
al., 2007; Machadet al, 2009).

Num estudo de revisao realizado por membro€dmmittee on the Control of
Foodborne lliness of the International Association of Food Protecfiadd et al,
2007, V. LXX, Part 2), em que se observou o papel dos manipuladores de @dimant
ocorréncia de surtos alimentares, constatou-se que o maior sarteuooo Brasil
devido a uma intoxicacdo p&. aureusMenos de quatro horas ap0s uma cerimoénia
seguida de uma rececdo com refeicdo, quatro mil pessoas desenvobugi@mas
como nauseas, vomitos, diarreia, dores abdominais, prostracédo e tatasrgsais 81
foram admitidos nos cuidados intensivos de hospitais locais e dezassggsam por
falecer. Estudos microbioldgicos, utilizando o método de esfregacza@yatoa, as
maos dos manipuladores responsaveis pela confecdo dos alimentos shradts a
rececao, indicaram a presencaSdeaureusias suas unhas e nasofaringe. A bactéria foi
também encontrada em restos dos alimentos com uma concentr&;&rl@UFC/g,

tendo produzido 6ug de enterotoxina A, o que corresponde a um nivel extreenament
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elevado. Estes resultados indicam que houve contaminacdo cruzada dangaspéaa

as maos e, por sua vez, das maos para os alimentos confecionados.

1.4.Perigos e doencas alimentares
1.4.1. Conceito de perigo

A International Comission on Microbiological Specifications for Foods
(ICMSF) definiu o conceito de perigo alimentar como qualquer contgéonau
crescimento inaceitavel, ou sobrevivéncia de bactérias em alintprégsossa afetar a
sua inocuidade ou qualidade, ou a producdo ou persisténcia de substancias como
toxinas, enzimas ou produtos resultantes do metabolismo microbiano nreemtas.

Desta forma, os perigos séo de tal natureza que a sua elimmagéducdo a niveis
aceitaveis sao essenciais para que se produzam alimentos ififatists e Venancio,
2003).

1.4.1.1. Classificacédo de perigos

Os perigos alimentares podem, de acordo com a sua naturezass#icablos
em trés categorias: bioldgicos, quimicos ou fisicos. Os perigos de adtiokgica sdo
0S mais relevantes no ambito das doencas alimentares, representaodoisto a
inocuidade dos alimentos (Cunha, 2006; Batista e Venancio, 2003). Nestariaateg
estdo incluidas bactérias, fungos, virus, parasitas patogénicagastmicrobianas.
Estes microrganismos estdo muitas vezes associados a ma@upmdacalimentos pelos
operadores, assim como a produtos crus contaminados que séo utilizad osaténzo
prima. Muitos deles ocorrem de forma natural no ambiente onde sédo pdoxloa
alimentos (Batista e Venancio, 2003).

De entre estes varios microrganismos, 0S maiores responsaveseyados
nameros de casos de doencas de origem alimentar sdo as bpetégasicas (Batista
e Venancio, 2003), as quais podem ser toxicas ou infeciosas (Cunhp,R200festao
de alimentos contaminados por microrganismos pode causar infe¢cdes, quando 0s
alimentos contém um numero suficiente de microrganismos patogéniass, ou

intoxicacdes, quando os alimentos estdo contaminados com toxinas mi@obiana
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(Madigan, Martinko eParker, 2000), mesmo que 0S microrganismos que asrpraduz

tenham sido eliminados (Batista e Venancio, 2003).

1.4.1.2. Fatores de perigo biolégico

Vérios sao os fatores que podem contribuir para a ocorréncia de ign per

bioldgico, tais como (Batista e Venancio, 2003):

- Varidveis do microrganismo:

Este fator prende-se com a variabilidade de expressdo dos varios
mecanismos patogénicos; o potencial do microrganismo para causar goengas
a sua sensibilidade as caracteristicas do substrato alineeatarcondicdes
ambientais envolventes (e.g. pH, temperatura, atividade da aguatyjraza

das intera¢cGes com outros organismos.

- Nivel de dose infetante:

Este fator consiste no nimero minimo de microrganismos neosssari
para causar uma doenca, a qual pode variar de individuo para individuo. O
nivel da dose infetante minima pode ser influenciado por fatores utezzat
fisioldgica por parte do consumidor e por fatores intrinsecos iesedns aos

alimentos.

- Variaveis do hospedeiro:

Este fator inclui a idade do hospedeiro; a sua condicéo fisista@oe
geral de saude; a existéncia de doencas que afetem o sdiggEstvo; o
estado nutricional; a existéncia de distarbios genéticos; a quantitade
alimentos consumidos; a utilizacdo de medicamentos; o nivel de

funcionamento do sistema digestivo; a variacao da acidez gastrica.

1.4.1.3. Severidade dos perigos biologicos

Os microrganismos nado tém todos o mesmo potencial para causaagjoencg

podendo o seu tipo de perigo ser classificado de nenhum a muito Gedbada(1),
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consoante a severidade do microrganismo para a saude do consumidsia (Bati
Venancio, 2003):

- Alta:

Tem efeitos graves para a saude, necessita de internamegmbde e

mesmo levar a morte do individuo.

- Média:

Tém uma menor patogenicidade/gravidade, para o0 mesmo grau de
contaminagcdo. Pode ser necessaria hospitalizacdo mas os ef@tos s

revertidos por assisténcia médica
- Baixa:

Os microrganismos incluidos neste grupo sao as causas mais comuns de
surtos de doencas alimentares, os quais ocorrem devido aos alimentos
conterem uma maior quantidade de microrganismos patogénicos mas com
menor patogenicidade. Geralmente os sintomas associados sao iQasposi

mal-estar, podendo ser necessario assisténcia médica.

Tabela 1 -Classificagdo de perigos biol6gicos com base nassueridade para a salde do consumidor
(adaptado de Batista e Venancio, 2003).

Classificagéo| Exemplos

Toxina de Clostridium botulinum, Salmonella typhi, S. paratyghie B,
Alta Shigella dysenteriae, Clostridium perfringetiigo C, Listeria monocytogengs
(em alguns pacientedischerichia coliO157:H7.

Escherichia coli enteropatogénicas, Salmonella spp., Shigella spp.,
Média Streptococcus B-hemoliticq  Listeria monocytogenes,  Streptococcus
monocytogenes, Streptococcus pyogenes.

Bacillus cereus, Clostridium perfringetipo A, Campylobacter jejunitoxina

Baixa
de Staphylococcus aureus.
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1.4.2. Doengas transmitidas por alimentos

Segundo a CDCd(enters for Disease Control and Prevenjiooma doenca
transmitida por alimentos consiste num incidente em que duas ou ns3Gape
apresentam os mesmos sintomas de doenca ap0s a ingestdo de uralimesttoque,
atraves de analises epidemiologicas e microbioldgicas, € dpardmo sendo a origem
da doenca (Batista e Venancio, 2003; Getigl, 2007).

Estas doencas podem ser infecdes, intoxicacdes ou infecoes meplmdas
toxina. Para que uma doenca transmitida por alimentos ocorra € anecegse o
organismo patogénico ou a sua toxina estejam presentes no alimesttambém é
necessario que 0 microrganismo se encontre em quantidade sufgasateausar
infecdo ou produzir toxinas, que o alimento seja capaz de susiecrtescimento do
agente patogénico e que permaneca na zona de perigo de teragerapgo suficiente
para que o microrganismo se multipligue ou produza a sua toxina, ecgiadseja
ingerida uma quantidade suficiente de alimento que ultrapasse afitaete para o

individuo (Batista e Venancio, 2003).

Salmonella e Clostridium perfringens juntamente comEscherichia coli,
Campylobactere Shigella sdo bactérias que se podem encontrar no trato intestinal,
podendo passar para as maos quando se vai a casa de banho, atravéhidppaqe!
do manipulo do autoclismo, das torneiras e da macaneta das portas. Quando
transmitidas para os alimentos devido a uma incorreta higieneéss estas bactérias
podem provocar infecdes (Ancigh al, 2006). A salmonelose € a principal causa de
infecBes transmitidas por alimentos em muitos p&igetO, 2002).

7

A intoxicacdo alimentar mais comum é causada Poraureus devido a
producdo de varias enterotoxinas que séo libertadas para o alimewo®.ab®entos
contaminados forem ingeridos, o consumidor podera desenvolver reacdesntais
nauseas com vomitos e diarreia. Estas toxinas sdo relativateanteestaveis, e por
este motivo, mesmo que 0s alimentos sejam novamente cozinhados arsea da
ingestdo, a toxina continuara ativa (Madigan, Martinko e Parker, 2C085tridium
botulinumé outro exemplo de bactéria causadora de intoxicacoes alimei¢ards a

producao de uma toxina.
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Quando ha ocorréncia de infecbes mediadas por toxinas, significatquima
s6 é produzida apos a ingestdo do alimento, quando este contém uma didermina
quantidade de microrganismos patogéni€isstridium perfringeng um exemplo de
bactéria capaz de produzir toxinas apos a ingestao do alimento am®eta (Batista
e Venancio, 2003).

As doencgas provocadas pelo consumo de alimentos contaminados, para além de
terem sintomas comuns como ma disposicdo, febre, vomitos e diagmiasasos

extremos podem mesmo ser fatais (Batista e Saraiva, 2003).

Cada vez mais, ha uma maior sensibilizacdo para o facto edesc
microrganismos patogénicos conseguirem persistir em ambientesagsgamento de
alimentos e contamina-los, levando a transmissdo de doencas. A cdganidaos
organismos tém para crescer nos alimentos depende do seu habitatcassi do
ambiente em que os alimentos sao conservados. Nutrientes, pH, atividadeaga
temperatura, concentracdo de sal e potencial de oxidacdo-reducdaiosé® que
influenciam o crescimento microbiano e que podem ser usados parar @iniara
inviabilizar as células (Ancipet al, 2006; Batista e Venancio, 2003). Para além da sua
elevada capacidade de multiplicagio em ambientes propicios, mdiss
microrganismos patogénicos que causam doencas alimentares consjueviver
tempo suficiente nas méaos e superficies para serem poster@rirargferidos para
alimentos ou para as méaos de outros trabalhadores €fadd 2009, V. LXXII, Part
6). Teoricamente uma ou poucas células de um microrganismo patogédedo
causar doenca, pois um baixo nivel de contaminacdo dos alimentos pualthr mea
ingestdo de um grande numero de microrganismos, bastando para isso que haja

condicdes favoraveis ao seu crescimento (Teidd, 2008, V. LXXI, Part 4).

Na tabela 2 descrevem-se algumas das principais condi¢cdes pavaog@en

alguns dos principais perigos biolégicos.

19



Tabela 2 —Condi¢des para a ocorréncia de alguns perigosdiguls (adaptado de Batista e Venancio,
2003).

Paréametros
Perigos bioldgicos Tmin | Twmax oHu " Aw NaClyax
(oC) (oC) Min PHMmax Vi (%)
Bacillus cereus 5 55 4,90 8,80 0,93 10,0
Campylobacter jejuni 32 45 4,90 9,00 0,98 2,0

Clostridium botulinum
(tipo A e B proteolitico)
Clostridium botulinum
(tipo E néo proteolitico)
Clostridium perfringens 12 50 5,50 9,00 0,94 7,0

10 50 4,60 8,50 0,93 10,0

3 45 4,60 8,50 0,97 5,0

Escherichia coli 7 46 4,40 9,00 0,95 6.5
Listeria monocytogenes 0 45 4,39 9,40 0,92 10,0
Salmonella spp. 5 47 4,20 9,50 0,94 8,0
Shigella spp. 7 47 4,90 9,30 0,97 5,2
Staphylococcus aureljsélulas) 7 48 4,00 10,00 0,88 20,0
Staphylococcus aure(i®xina) 10 46 4,50 9,60 0,88 10,0

1.4.2.1. Agentes patogénicos na origem de surtos alimentares

Para além das bactérias, alguns parasitas e varios viugastna origem de
importantes surtos alimentares. Por exemplo, nhum estudo sobre aagaplide
manipuladores de alimentos na ocorréncia de varios surtos alieseeiare 1927 e
2007 (Greiget al, 2007), observou-se que, em 816 surtos ocorridos, 60,2% tinham sido
causados por virus, principalmente norovirus e virus da hepatite A, 34,3% sitta
de origem bacteriana, principalmente devid&@amonella Staphylococcus aureus
Shigella e Streptococcuse apenas 2,8% dos surtos tiveram como causa parasitas,
principalmenteCyclospora cayetanensidNorovirus originou um maior niumero de
pessoas infetadas, tendo sido responsavel por 27081 casos, sendo sedhiigepar
spp. com 15276 casoSalmonella(ndo typhi) com 9136, 8. aureusresponsavel pela
ocorréncia de 6423 casos. Porém, apesar dos virus terem sido respopsaven
maior namero de surtos, apenas 3 géneros diferentes foram identificadosagentes
etiologicos, enquanto no dominio das bactérias se identificaram 8 génemastelfeNa
maioria dos surtos observados o fator de contaminacao foi a manipdéagfimentos

por pessoas infetadas ou portadoras de um microrganismo patogeénico.
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1.4.3. Medidas de controlo dos perigos

Medidas de controlo sdo medidas que devem ser estabelecnplementadas
pelas empresas em que ha producdo ou manipulacdo de alimentos, patia gar
seguranca alimentar dos produtos (Batista e Venancio, 2003). Acintadde a
seguranca dos alimentos é garantida através de uma abordagentiyaevecorrendo a
implementacdo de codigos de boas préticas de higiene e de fabrical@m cadeia
alimentar, assim como a aplicacdo de procedimentos tendo comoshasecipios do
sistema HACCP (Gomes, 2007).

O sistema HACCP (Andlise de Perigos e Pontos Criticos derdRnnfoi
desenvolvido pela NASA, juntamente com a empresa Pilsbury Co, pagui@ssa
saude dos astronautas, prevenindo doencas de origem alimentar (Richmond<2609)
sistema controla a qualidade dos alimentos desde a prepanacgaeeséo planeadas
formas de controlo em pontos especificos de forma a se prevegwspergarantir a
seguranca alimentar (Ancigd al, 2006). Para que se estabeleca um sistema adequado
de HACCP devem ser implementadas varias medidas de controtmrtansa formacao
do pessoal; a construgdo e manutencao de infraestruturas; agimstimanutencao de
equipamentos; a higiene pessoal, através de um cédigo de boas;padtichenizacao
das instalacdes, equipamentos e utensilios; e o controlo de @Batjat(e Venancio,
2003).

No caso particular do controlo de perigos biolégicos, em empresagierse
encontram implementados sistemas de HACCP, geralmentenexiéte objetivos que
consistem em (Batista e Venancio, 2003):

1) Eliminar ou reduzir significativamente o perigo;

2) Evitar ou minimizar o crescimento dos microrganismos e a sua pmdec

toxinas;

3) Controlar a contaminagao

Para a implementacdo destas medidas deve-se ter semgen&aderacdo 0s
fatores de crescimento que estdo relacionados com as catiaegeiigrinsecas dos
alimentos, mas também do ambiente em que estes se enconti@stBdim, existem
varios processos que permitem eliminar ou controlar os microrgasigais como,
processos térmicos, secagem, acidificacdo, salga, adicdo de adwinnentacao,
embalagem, entre outros (Batista e Venancio, 2003).
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1.4.4. Critérios microbiolégicos

A legislacao alimentar tem como principal objetivo asseguraelerado nivel
de protecdo da saude publica. Uma vez que, a nivel microbioldgico, os alimentos podem
apresentar perigos que constituem uma fonte de doencas de origemtalipara o ser
humano, e que, por esse motivo, os alimentos ndo devem conter microogams as
suas toxinas ou metabolitos, em niveis que representem um ris@ gaarde humana,
o regulamento (CE) N.° 2073/2005 definiu critérios microbioldgicos aplgéa@s
géneros alimenticios. Este regulamento estipula critérios gestas microrganismos,
assim como as regras de execucao para 0 seu cumprimento peto®igseda cadeia

alimentar (Gomes, 2007).

Os critérios microbiologicos fornecem orientacdes em relag@meidabilidade
dos géneros alimenticios e dos seus processos de fabrico, manuseadisnitouicao,
e a sua utilizacao deve fazer parte da aplicacdo de procedirhaséaglos nos sistemas
HACCP, assim como de outras medidas de controlo da higiene. dgées de
seguranca dos alimentos fixam um limite acima do qual se dmsderar que um
género alimenticio estd inaceitavelmente contaminado com deselosi
microrganismos (regulamento (CE) N.° 2073/2005).

O estabelecimento destes critérios microbioldgicos € umadmeei gestao dos
riscos, que permitira um aumento da protecdo dos consumidores e daitoodsuk
entre operadores das empresas do setor alimentar, atrale&fdzo de regras justas e

precisas na UE (Gomes, 2007).

Quando se estabelecem limites microbiolégicos deve-se consider&scos
relacionados com o0s microrganismos e as condi¢cdes previstasnpaipulacédo e
consumo dos alimentos, assim como a probabilidade dos microrganismos se
distribuirem de forma desigual no alimento e a variabilidadenrteo procedimento
de analise@Qodex Alimentariys2003). Porém, os critérios estipulados pelo regulamento
(CE) N.° 2073/2005 referem-se apenas a microrganismos nos alimeatosendo
estabelecidos quaisquer limites para superficies de contactalicoemtos ou para as

maos de manipuladores.

Devido a inexisténcia de critérios microbiolégicos para as maos de

manipuladores, e uma vez que, no caso de restaurantes e estabelscsermethantes
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h& contacto direto das méos com os alimentos durante a confecafeici@ese os
limites microbioldgicos devem ser fixados com base em guiadrégsade legislacéo,
literatura, experiéncia pratica, levantamento prévio de dadosrasanternas de cada
empresa (Valsechi, 2006). Assim, cada empresa devera definiraguartérios que

melhor se adequam ao seu sistema de funcionamento.
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MATERIAL E METODOS

1. Material

o

Zaragatoas estéreis e tubos com 10 mL de tampé&o neutralizat®el2TS
Technical Service Consultants Lda;

Tubos de ensaio contendo 10 mL de diluente de recuperacdo maxima
(DRM) estéril;

Suporte de tubos de ensaio;
Placas de Petri descartaveis, 90 mm, Normax;
Micropipeta de 1000 pL, Eppendorf Research;

Pontas descartaveis estéreis — 100 Biosphere Filter Tips, No/Ref
70.762.211, 1000 pL blue, Sarstedt.

2. Equipamento

o

o

Bico de Bunsen + pedal WLD-TEC/Gasprofi(“}

Contador de colénias + caneta de ponta metdlica, IUL instruments,
modelo 601;

Estufa de incubacdo Memmert, BM-200, regulada a temperatura de
30+1°C;

Estufa de incubacédo/refrigeracdo Sanyo, MIR 153, regulada a

temperatura de 37+1°C.

3. Meios de cultura e reagentes

o

o

Maximum Recovery Diluent (DRM), CMO733, Oxoid;
Plate Count Agar (PCA), CM0325, Oxoid,
RAPID'E.coli 2 Medium, Bio-Rad;

Baird Parker + RPF Agar, Bio-Rad.
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4. Amostragem

Recolheram-se amostras da mao ativa de 30 partiega27 cozinheiros e 3
copeiros. As amostras foram recolhidas duranterérivode trabalho em cozinhas de
um estabelecimento hoteleiro. Os cozinheiros mdavamn alimentos crus e

confecionados, e 0s copeiros manipulavam loicaesigaada.

Foram efetuados quatro tipos de colheita de ansp®na que se variou a area da
mao amostrada e os agentes de higienizagao utiszad

Al — amostragem da palma da mé&o, contorno dossdedsob a unhas
(llustracdo 1.b), antes e apds a higienizacdo diass mom o0 sabonete antimicrobiano
seguida da utilizacdo de um antisséptico a basdécdel.

Bl — amostragem apenas da palma da mao (llustrhggp antes e apds a
higienizagdo das maos com o sabonete antimicrolsagaida da utilizagcdo de um
antisséptico a base de alcool.

A2 — amostragem da palma da mao, contorno dossdedsob as unhas
(llustracdo 1.b), antes e apdés a higienizacdo daesmapenas com o sabonete
antimicrobiano.

B2 — amostragem apenas da palma da mao (llustrhggp antes e apds a

higienizacdo apenas com o sabonete antimicrobiano.

llustragdo 1. a) Area da m&o amostrada em recolhas de tipo B1 éBArea da mio amostrada em
recolhas de tipo Al e A2.
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Para alcancar os objetivos propostos para o presente trabalho éteaionsdos
30 manipuladores, aos quais se recolheram amostras antes e apés tgosials
higienizacdo e em duas areas da mao. Assim, no presentbdridyram estudadas um
total de 240 amostras, nas quais foram pesquisados microrganismososasofibios,
coliformes e S. aureus As inoculacbes para enumeragdo dos microrganismos a
pesquisar, foram efetuadas em triplicado e em diferentesaditugle forma a respeitar

o intervalo de contagem entre 30 a 300 UFC/placa (Madigan, Martinko e Parker, 2000).

Foi elaborada uma ficha (anexo 1) para o registo do estaslandas dos
participantes antes de cada uma das amostragens. O objetiveedestefoi avaliar a
existéncia de uma variagdo da populagcdo microbiana quando ocorresmgdaiseno
estado da pele das mé&os, como cortes, pele seca, ou outrgdedtei@ aspeto normal

da pele.

4.1. Condi¢cdes disponiveis para a higienizagdo das maos dos

colaboradores

O estabelecimento hoteleiro em que foi feito o estudo dispunha, [z@gam
das maos dos cozinheiros e copeiros, de lavatorios s6 para essenféigua corrente a
uma temperatura de cerca de 35°C, um sabonete antimicrobiano, togageideara a
secagem das maos, e um antisséptico a base de alcool. grana das méaos dos
participantes neste estudo foram utilizados apenas o0s meios dispomiei
estabelecimento, e nenhuma recomendacao foi dada acerca do prodagagese das
maos. Desta forma, cada participante fez a lavagem das &oascomo € costume no
seu dia a dia de trabalho, para que os resultados obtidos fosserm prémano da
rotina. Segundo Bloomfielét al. (2007), geralmente é indicado um tempo de 15
segundos de lavagem com o sabonete, porém, a aplicacdo dessa red@omeizdac
afastar este estudo da realidade, pois normalmente os manipuldediesm menos

tempo a lavagem das suas maos.

Para a lavagem das maos, os participantes tinham a sua dispwsisabonete
liquido antimicrobiano, Epicare 5 da Ecolab, cujo agente ativo é osaiwb (0,5% -

1%). Este agente antisséptico atua entrando nas células bestedaafetando a
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membrana citoplasmatica e a sintese de RNA, acidos gordos,eingso{Boyce e
Pittet, 2001).

Apéds lavagem das maos € muito importante uma secagem totaledass, e
segundo Snyder (1998), a utilizacédo de toalhas de papel descartaveeh®r método
de secagem das maos na industria alimentar. No estabelecimehod@m causa, as

toalhas de papel estavam disponiveis num rolo colocado num suporte preso a parede.

O produto disponivel para utilizacdo apos a lavagem e secagenadsas ram
gel desinfetante, sem passagem por agua, Spitacid da ShielchMedue contém uma
mistura de 70% de alcool (propano-2-ol) com emolientes. Este dasteféem uma
atividade antimicrobiana de largo espectro e uma eficacia conalar@eentra bactérias

Gram-positivas e Gram-negativas (Jumaa, 2005).

5. Método de recolha

Para avaliar a higiene das méos podem ser usados métodosisk dirgtos,
como esfregaco, contacto direto por impressao em placa condeneudtura adequado,
ou arrastamento dos microrganismos através de lavagem com dehtédica contida
em luva ou saco estéril ou por mergulho dos dedos na solugéo. Estes ré&todaos
carater quantitativo/qualitativo na detecdo de microrganismos vidwaifivaveis que

podem ser patogénicos ou indicadores.

O esfregaco pode ser realizado utilizando zaragatoas, esponjasidans, e
encontra-se descrito na norma internacional ISO 18593:2604&E)ma das técnicas
mais usadas pelos investigadores no campo da microbiologia alipar@aavaliar a
eficacia de procedimentos de limpeza e desinfecdo. O método detaaditato,
também muito utilizado (Pérez-Rodrigustzal, 2008), permite a recuperacéo direta em
meios de cultura ou membranas, e encontra-se na mesma normad0 dettavagem
em saco/luva, de grande sucesso neste tipo de estudos, foi recomeadBoqu and
Drug Administration” (1978) (Pérez-Rodriguet al, 2008). O método de mergulho
dos dedos, descrito na norma EN 1499:1997, consiste em exercer piggssao com a

ponta dos dedos numa placa de Petri contendo meio de cultura (Saraiva, 2008).

?1S0 18593:2004(E) Microbiology of food and animegding stuffs — Horizontal methods for sampling
techniques from surface using contact plates arthsw
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Para uma utilizacdo em rotina, alguns destes métodos nédo sdadagjt@dos.
A lavagem em saco/luva com uma solugéo isoténica € um método dentdander( e
Kngchel, 2003), pois é necessario manter a mao na solucéo durantedl (Sanaiva,
2008; Pérez-Rodriguezt al, 2008), e o esfregaco com tecido e a impressao da palma
da méo na placa de contacto sdo métodos limitados a recolmaodgas apenas da
palma da mao. Desta forma, para este estudo, 0 método que se mastradagquado
foi o esfregaco com zaragatoa, pois permite recolher amostrasirids areas da
superficie da méo e de uma forma rapida e eficaz. Este nmiéicajgicado de acordo

com a norma internacional ISO 18593:2004(E), cujo procedimento consiste em:

e remover a zaragatoa do involucro estéril e molhar a ponta num tubo contendo

uma solucéo isotonica esteéril;

e de seguida pressionar a ponta da zaragatoa contra a parede do &bo par

remover 0 excesso de solucéo isotdnica;

» finalmente, passar a zaragatoa nas superficies da méo a investigaresguant

faz movimentos rotativos com a mesma.

Apbs recolhidas as amostras, cada zaragatoa foi colocadespetivo tubo
contendo 10 mL de solugcéo tampé&o. Os tubos foram posteriormente trachspqara

o laboratorio dentro de uma caixa térmica com termoacumuladores.

6. Processamento das amostras

Para cada amostra recolhida, através da técnica anteriormentéonada, 0s
microrganismos foram isolados e/ou enumerados num meio de culturaiafopo

Seu crescimento.

As metodologias de pesquisa de microrganismos envolvidos na contandeacao
alimentos variam de acordo com a técnica de amostragem utilQadado se usa a
técnica de impressédo em placa, apos incubacgéo as coldnias sadoscdiméddmente na
placa de recolha. Se a técnica de amostragem utilizada foregagsf ou a lavagem,
pode-se utilizar o método de contagem em placas, em que sadlifaiti@iges em série
das amostras. As diluicdes séo inoculadas por incorporacao ouaespalb num meio
de cultura apropriado, e incubadas para posterior contagem. Podézae tatihbém o
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método dos tubos multiplos, no qual, apdés homogeneizacdo, sdo feitas diluicbes
seriadas das amostras, das quais se transferem aliqu&spgra tubos contendo o
meio de cultura apropriado e um tubo coletor de gas. Apés incubacéos almavé
namero de tubos positivos por diluicdo determina-se o nUmero mais grpgégeama

de produto, tendo como base a tabela estatistica de Hoskins (Cunha, 2006).

Neste estudo, para avaliar a carga microbiana de cadaramdgsgizou-se o
método de contagem em placas inoculadas por incorporacdo, o qual falcaplea
acordo com a norma internacional 1ISO 7218:2007 [E3te método permite fazer uma
analise direta através da enumeracédo de coldnias de células viaveiseaisifue vao
crescer dentro do meio de cultura e também a superficie dastsgh-Alatossavat
al., 2007). Utilizou-se este método para a contagem de UFC/médo par reeis
satisfatorio para amostras com concentracdes de microrgamisnoses que 500 UFC
devido ao elevado volume de in6culo (1mL) (Thatcher e Clark, 1968 apud Munsch
Alatossava et al., 2007).

7. Microrganismos e meios de cultura

No presente estudo foram isolados, para contagem de unidades formadoras de
colonias (UFC) por mao,S. aureus Escherichia coli e coliformes totais, e

microrganismos mesoéfilos aerdbios totais.

Para pesquisa dos microrganismos neste estudo foram aplicadasmas n

internas do laborat6rio onde foi realizada a parte pratica do trabalho.

O facto deS. aureusser a Unica bactéria patogénica que faz parte da microbiota
residente, estando presente na pele de portadores sdos (Astcajek2004, Snyder,
1998), e o facto de ser um dos principais responsaveis por surtos deagtiox
alimentares (Madigan, Martinko e Parker, 2000), torna importantesguiga da sua
presenca nas maos de manipuladores. A pesquiBaa#i € muito importante, pois €
um excelente indicador de contaminacdo fecal, e os coliformes teda bons
indicadores de higiene. A pesquisa, no presente estudo, de microrgameswsos

aerdbios totais prende-se com o facto de a enumeracao destel@mncrorganismos

¥1S0O 7218:2007(E) Microbiology of food and animeéfling stuffs — General requirements and
guidance for microbiological examinations
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nos permitir estimar a carga microbiana total das méos seeciBcar o tipo de

microrganismos.

Apesar de ser a principal causa de doencgas transmitidasmpentals em muitos
paises (WHO, 2002), ndo se pesquisou a presergalis®nellaneste estudo devido ao
facto de esta bactéria ndo ter sido isolada em nenhum dos estudosaglos no
ambito da manipulacdo alimentar (Milleti al, 2007; Machadet al, 2009; Almeida
et al, 1995).

7.1. Staphylococcus aureus

Para o isolamento d8. aureusfoi utilizado o meio seletivo Baird-Parker,
suplementado com RPF (Rabbit Plasma Fibrinogen). Este suplementibe piizer
simultaneamente a enumeracdo de coldnias e a confirmacdo dancprede
estafilococos coagulase-positivos devido a formacdo de um halo opaulta &das
colénias, o qual indica a producdo de coagulase estafilotédisaplacas foram

incubadas a 37+1 °C durante 48 horas.

7.2. E. coli e coliformes totais

Para o isolamento de coloniasklecoli e coliformes totais foi utilizado o meio
RapidE. coli 2 Agar, cujo principio de acdo se baseia na detecdo simultaneasle du
atividades enzimaticag-D-Glucuronidase {-GLUC) e pB-D-Galactosidasep¢GAL).

Este meio contém dois substratos cromogéneos, um especifico pgu@AA&,
resultando na coloracdo azul a verde de coldnias de coliformeq @#dis/GLUC-), e
outro especifico pagGLUC, resultando na coloragéo violeta a rosa de coloni&s de
coli (GAL+/GLUC+)". As placas foram incubadas a 37+1°C durante 24h.

7.3. Mesofilos aerdbios totais

* Fonte: AES Chemunex, acedido a 25 de julho, 20isppdivel em
http://www.mibius.de/out/oxbaseshop/html/0/imagssiwigpro/Baird_Parker RPF _agar 520330H.pdf
® Fonte: Bio-Rad, acedido a 25 de julho de 2011 adigel emhttp://www3.bio-rad.com
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Para a enumeracao de mesobfilos aerdbios totais as amostrasrfoculadas no
meio Plate Count Agar (PCA), o qual é usado para a enumeracaordhiota aerébia
total de produtos alimentares. As placas foram posteriormente dasul@ uma

temperatura de 30+1°C durante 48h.

8. Tratamento dos dados

Os resultados obtidos para os diferentes parametros estudadose aptssa
lavagem; amostragem da palma da mé&o, contorno dos dedos e sob awsunhas
amostragem apenas da palma da mao; variacdo da utilizacdo dosogprdeut
higienizacdo, e para os grupos microbianos pesquisados (mesofilos a&ohiogus,

e E. coli e coliformes totais), foram tratados estatisticamentevésralo programa
Microsoft Office Excel 2010. Utilizando o programa SPSS 16.0 foi deittaum teste
Andlise de Variancia (ANOVA) a dois fatores para cada tiponierorganismo

pesquisado, utilizando as percentagens de redugcao em cada tipo de recolha.

Em termos de representacdo grafica ndo se apresentam tedossoinde se

observou um aumento de contagens apés higienizagéo.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Microrganismos mesofilos aerdbios

A figura 1 ilustra os resultados obtidos pararassiras recolhidas de trés zonas
da mao — palma, contorno dos dedos e sob as unaates-e apds uma higienizacao
completa — sabonete antimicrobiano e desinfetaritasa de alcool — (Al). Podemos
observar que antes da higienizacao, os valorearaarientre 2,52 e 5,98 log UFC/méo,

e apOs a higienizacdo observou-se uma reducdcandarientre 1,00 e 3,58 log

UFC/mao.

123456 7 8 910121314151617181920212223252627282930

Amostras

M Antes da higienizacdo M Apés higienizagdo

Figura 1 — Microrganismos mesoéfilos aerébios em amostras &g 2zonas da mdo com higienizacéo

completa (Al).

Na figura 2 estdo ilustrados os resultados obtmhys. as amostras recolhidas
apenas da palma da mao, antes e ap0s uma hig@mizampleta (B1). Antes da
higienizacédo, os valores variaram entre 2,23 e B@TFC/mé&o, e apds a higienizacao

oscilaram entre 1,00 e 3,62 log UFC/méao.
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Figura 2 —Microrganismos mesoéfilos aerébios em amostras ap@sma@alma da mao com higienizacao
completa (B1).

A figura 3 ilustra os resultados obtidos pararassiras recolhidas de trés zonas
da mao, antes e ap0s uma higienizagédo parcial enetb antimicrobiano — (A2). Os
valores antes da higienizacdo variaram entre 1,8508 log UFC/mao, e apls a
higienizacdo variaram entre 1,30 e 4,97 log UFC/méo

log UFC/mido

1 2 3 56 7 8 910121314151617 18192021 222324 2526282930
Amostras

M Antes da higienizagdo M Apds higienizagdo

Figura 3 —Microrganismos mesofilos aerébios em amostrasédezivnas da méo com higienizagao
parcial (A2).
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Na figura 4 podem ser observados os resultadoslosbpara as amostras
recolhidas da palma da méo, antes e apos uma izmpéio parcial (B2). Antes da
higienizacdo, obtiveram-se valores entre 1,70 e6 4@y UFC/m&o. Apds a
higienizagdo, os valores variaram entre 1,30 e B FC/mao.

4,500
4,000
3,500
3,000
<. 2,500
2,000
1,500
1,000
0,500
0,000

mao

log UFC

1 2 3 45 6 7 8 1113 14 1516 17 18 19 21 22 23 25 26 27 28 29 30
Amostras

M Antes da higienizagdo M Apos higienizagdo

Figura 4 —Microrganismos meso6filos aerébios em amostras thagpda méao com higienizacao parcial
(B2).

A excecdo das amostras de tipo B1, em todastessaegistou-se um aumento
no numero de microrganismos apos a higienizacdesBsimentos ocorreram em 6,67,
10 e 13,33% das amostras, respetivamente parpassde recolha Al, A2 e B2. Estes
resultados poderéo ser explicados por contaminagéd® a lavagem das maos, quer seja
por tocar na roupa, na cara, ou em qualquer sojgede trabalho. A auséncia destes
resultados em amostras do tipo B1 podera ser exialipelo facto de, neste tipo de
recolha, para além de se ter utilizado o desinfetarbase de alcool, que conduz a uma
maior reducédo de microrganismos, a recolha da amostresponder apenas a palma da
mao, desprezando assim 0s microrganismos presssiteas unhas e no contorno dos
dedos. Se houve contaminacdo ap0s a lavagem e dmtaizacdo do desinfetante,
este ultimo podera ter conduzido a reducdo desmtaromacdo, € mesmo que O
desinfetante ndo tenha sido corretamente utilizaddodas as zonas da méao, apenas a

palma foi amostrada.
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Para além da possibilidade de contaminacdo apds lavagem das reétagloo
fisico destas também pode explicar o aumento das contagens apés higieQuacdo
a pele, a barreira de protecdo das maos, esta danificada, liligade de que, no
processo de esfregar as maos uma na outra, 0S microrganismosepress camadas
mais profundas da pele atinjam a superficie, levando a um aumenticnodiota
recolhida. Em 6 das nove amostras em que se observou um aumento gentatga
microrganismos apoés higienizacdo, as maos dos colaboradores apaasedinos

fisicos, como pequenas feridas ou cortes, ou ressecamento da pele.

Apesar de se ter utilizado um desinfetante a base de alcoch égpdmyem com
0 sabonete nas recolhas de tipo Al, 0 aumento de contagens apos aadedadegaos
foi também observado por outros investigadores (Hansen e Knochel, B@85)lois
casos observados, num o colaborador apresentava feridas nas cutiquegodera
explicar o aumento de contagens, mas o outro ndo apresentava qualquer d&eo na pe
Neste Ultimo caso podera ter ocorrido uma contaminacao aposgertawas maos,
seguida de uma incorreta utilizagcdo do desinfetante. O facto aeosatra ter sido
recolhida ndo s6 da palma da mao mas também de zonas queuisdi® azes
descuidadas durante a lavagem, como a zona entre os dedos e sob, gsdataser

permitido a ocorréncia de valores mais elevados.

E importante notar que as maiores reducdes observadas, correspondendo a
100%, apenas ocorreram nas recolhas de tipo B1 (amostras 22, 25 e22@n@oBtra
30). Estas elevadas reducdes podem estar relacionadas com defaoéstes tipos de

recolha, a amostra estar limitada a palma da méao.

O valor maximo, em UFC/mao, obtido para microrganismos aerdties da
higienizacdo das méaos, foi de 9,5%16 que representa um valor elevado, e o valor
minimo foi de 40, ambos os valores correspondendo a recolhas de tipoeshoM
apresentando valores elevados de contaminagédo, este estudo nao atingis valor
superiores a FAJFC/ma&o, ao contrario do estudo feito por Coelhal. (2010), em que

Se encontraram amostras que atingiram € superaram esse valor.

Ap6s a higienizacdo, o valor maximo obtido foi de 9,3x1LIFC/mao,
correspondendo a uma recolha de tipo A2, e o valor minimo foi de 0 UCéméa

recolhas de tipo B1 e B2. E importante notar que estes dois Ultipassde recolha

35



corresponderam a amostragem apenas da palma da méo que, commogacfonado,

da-nos uma ideia limitada da contaminacao total das méaos.

Uma vez que nao foi encontrada na literatura consultada Egstpue defina
critérios microbioldgicos para as maos de manipuladores densdisygara este estudo
foram adotados valores de referéncia. Estes valores foram defil@da®rdo com Litz
et al (2007), em que se consideraram seguros valores inferiordsUeCmao (4 log
UFC/mé&o) para contagens de microrganismos mesoéfilos aerébios rierésfea 16
UFC/méo (2 log UFC/méo) pard. aureus Os autores nao definiram limites para
coliformes totais por ndo terem isolado este grupo de microrganismnesu estudo.
Porém, para o presente trabalho, serdo considerados seguros niveisagensodé
coliformes totais inferiores a 1WFC/méo (3 log UFC/m&o0).

Tendo em conta os critérios microbiologicos estipulados para macisngos
mesofilos aerdbios, é possivel verificar na tabela 3 que, apesdmaw uma
percentagem de amostras positivas de cerca de 90% ou superiodosnos tipos de
recolha, ndo s6 antes mas também apos a higienizacéo, apenas 14/180) (brtotal
das amostras antes da higienizacdo, e 2,50% (3/120) apés a higierapagsentaram
valores superiores ao limite definido para este estudo. A t&eldica também o
namero de amostras com valores superiores ao limite, paraigaddetrecolha, e &
possivel verificar que os valores mais elevados foram observadoscodss de tipo

A, em que a amostra foi recolhida de véarias zonas da méo.

Os dados da tabela 3 indicam também reducdes mais signicaipis a
higienizacdo, quando a amostra € recolhida apenas da palma domaona reducéo
do nimero de amostras positivas de 30 para 27, e de 25 para 24, quando sdmsutiliza
os tipos de recolha Bl e B2, respetivamente. A tabela indica aim#da menor
percentagem de amostras com valores superiores ao limite defosddois tipos de
recolha anteriormente mencionados, sendo esta nula antes e apgem lenaB1, e de
3,33% antes e nula apés a higienizacdo em B2. Na recolha de tipo Adueckén
utilizado o desinfetante com alcool, a percentagem de valoresicsapeao limite
diminuiu de 33,33%, antes da higienizacao, para nula, apds a higienizagaocakb
da recolha de tipo A2, em que apenas se utilizou o sabonete antimicrasaes,
valores passaram de 20,00%, antes da higienizagéo, para 11,11%, ap0s higienizacao.
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As redugdes obtidas, na sua maioria, foram suficientes pararmaarntontagens
abaixo do limite microbioldgico.

Tabela 3 — Amostras nas quais foram quantificados microrgarssmesofilos aerébios com valores
superiores ao limite (4 log UFC/mé&o).

Amostras Positivas | Amostras corz 4 log UFC/méo
N° % N %
Al
Antes da 28 93,33 10 35,71
higienizacao
Apos a higienizacao 28 93,33 0 0,00
Bl
Antes da 30 100,00 0 0,00
higienizacéo
Apoés a higienizagéo 27 90,00 0 0,00
Antes da 27 90,00 6 22,22
higienizacao
Apos a higienizacao 27 90,00 3 11,11
Antes da 25 83,33 1 4,00
higienizacéo
Apos a higienizacao 24 80,00 0 0,00

A figura 5 evidencia as médias obtidas nos diferentes tipos diaepara
microrganismos mesofilos aerdbios. Foi com o tipo de recolha Al (@ palma
das maos, contorno dos dedos e sob as unhas; lavagem das maos com sabonete
antimicrobiano e desinfetante a base de alcool) que se obtiveazmnes valores de
UFC/méo antes da higienizagdo das maos, obtendo-se uma médiamiogade
3,7310,82 log UFC/mao. Este valor médio elevado foi seguido pelo dhaet®ltipo
A2 (3,45%0,86 log UFC/méo), em que também houve recolha de amostrasdadpal
mao, contorno dos dedos e sob as unhas. O facto destes dois tipos de recolha
apresentarem os valores mais elevados de microrganismos meséfdbgs, vai de
encontro com a sugestao de McGinktyal. (1988) da importancia da regido sob as
unhas para a transmissao de microrganismos pelas méos. O mesnezeacom a

zona entre os dedos (Batista e Saraiva, 2003). Desta formanfaosjue os dois tipos
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de recolha em que a amostra é recolhida ndo saldema mao, mas também destas

zonas, apresentem maiores concentracdes microbianas

5,000

4,000

3,000

2,000 -

log UFC/mio

1,000 -

0,000 -

Al B1 A2 B2

Tipos de recolha

M Antes da higienizagdo M Apds higienizagdo

Figura 5 — Médias logaritmicas das contagens de mesofiloshamré@ntes e apds a higienizacdo, para

cada tipo de recolha.

Apés a higienizacdo das méos, os tipos de recethaque se obtiveram
maiores niveis de contaminagéo foram o A2, com omédia logaritmica de 2,77+0,90
log UFC/méo, e 0 B2 com uma meédia de 2,40+0,59J6¢/mao. A semelhanca entre
ambos os tipos de recolha é o facto de as maas ®d® lavadas apenas com sabao
antibacteriano, sem ter sido utilizado, posterionmeo desinfetante a base de alcool.
Uma vez que o alcool tem um elevado poder antirbiarm, a sua utilizacdo terd
funcionado como um reforco da atividade antimicnohi do sabonete, levando a uma
maior reducao de microrganismos mesofilos aerddgsmaos nas recolhas de tipo Al
e Bl. A razdo para o valor de A2 ser um pouco smp@o de B2 podera estar
relacionado com o facto de as amostras do tipoefeht sido recolhidas da palma da
mao, contorno dos dedos e sob as unhas, enquanB2 daram recolhidas apenas da

palma da mao.

Observando as médias das reducbes para cadaetipecolha, confirma-se a
importancia do tipo de amostragem e dos agentégyamizacao utilizados. Os valores
foram superiores quando se utilizou o sabonetenarbbiano seguido do desinfetante

a base de alcool (Al e B1) e inferiores quandatiieaw apenas o sabonete (A2 e B2).
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Um ligeiro aumento de B2 em relagdo a A2, podera estar reldoi@mmn o facto das
recolhas de tipo B serem limitadas a palma da mao, eliminandn assas que

poderdo apresentar elevada contaminacao.

2. Escherichiacoli e coliformes totais

Neste estudo ndo foram isoladas bactérias da espécleerichia coli mas

obtiveram-se alguns resultados positivos para coliformes totais.

Os resultados positivos obtidos para este grupo de microrganismos fora
bastante reduzidos, tendo sido observados apenas em 16,67, 10,00, 23,33 e 3,33% das
amostras, respetivamente aos tipos de recolha Al, B1, A2 e B2darttegenizacao.

Apos higienizagéo, apenas se observou uma amostra positiva (3,33%glna dectipo
A2.

Os intervalos de valores obtidos para Al, B1 e A2, antes da kagéoi foram
1,00 a 5,30, 1,00 a 1,30 e 1,00 a 2,80 log UFC/méao, respetivamente, e em B2 apenas se
obteve uma amostra positiva, correspondendo a 2,63 log UFC/méo. Apenas em A2 se
observou uma amostra positiva de 1,30 log UFC/mé&o apds higienizacacddas m
Assim, as reducdes observadas foram de praticamente 100% em toujoss ode

recolha, o que sugere uma boa eficiéncia dos agentes usados na higienizacao.

A tabela 4 indica que a percentagem de amostras positivas dtivaeiente
baixa, observando-se os maiores valores nas recolhas de tipo Al (16,6A%) e
(23,33%). Percentagens mais elevadas de amostras positivas nestipesidie recolha
poderdo estar relacionadas com o facto de a amostra teesaloida de varias zonas

da méo, e ndo so da palma.

Tendo em conta que o limite maximo estabelecido para colifootegs foi de
valores inferiores a 3 log UFC/mao, esse critério apenas faipatisado em duas
amostras (40,00%), antes da lavagem das méos, na recolha de tipo Al, o gaie pode
também estar relacionado com a area de amostragem da maédid destes dois
valores acima do limite é de 5,20+0,10 log UFC/mado, o que corresponde a
contaminacgfes bastante elevadas. Porém, todos os restantes repobatas foram

inferiores ao limite microbiologico estipulado para este grupo de microrgasism
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Tabela 4 —Amostras nas quais foram quantificados coliforto¢sis com valores superiores ao limite (3
log UFC/mé&o).

Amostras positivas| Amostras com > 3 log UFC/mép
N° % N° %
Al
Antes da 5 16,67 2 40,00
higienizacao
Apoés a higienizagéo 0 0,00 0 0,00
Bl
Antes da 3 10,00 0 0,00
higienizacéo
Apos a higienizacao 0 0,00 0 0,00
Antes da 7 23,33 0 0,00
higienizacao
Apoés a higienizagéo 1 3,33 0 0,00
Antes da 1 3,33 0 0,00
higienizacéo
Apos a higienizacao 0 0,00 0 0,00

Na tabela 5 é possivel observar que as médias logaritmidascieaadas,
antes da higienizacdo das méos, ocorreram nas recolhas de tif%1841,71 log
UFC/mé&o) e nas recolhas de tipo B2 (2,63+0,00 log UFC/mé&o).

Apoés a higienizacdo, apenas se observaram amostras positivasreenéha de
tipo A2, com uma média logaritmica de 1,30+0,00 log UFC/mao. Este factoapode
estar relacionado com as caracteristicas do tipo de recolltpeeas maos sao lavadas
apenas com sabonete antimicrobiano, mas a recolha da amostra abresgeonas da
mao, e ndo apenas a palma. Assim, as reducdes foram de 100% em tios aes

recolha, exceto em A2.

E importante salientar que apenas no tipo de recolha A2 se observou um
aumento no numero de contagens apos a higienizacdo das maos, em 3,33% das
amostras, o que corresponde a apenas uma amostra. Nessa Unica amostra, t@o se dete
contaminacao antes da lavagem, mas ap0s esse processo observouesgagam de
10 UFC/mé&o. Este resultado ndo esteve relacionado com danos na pekodamas
podera ter estado relacionado com a utilizagdo apenas de saboogtecontaminacao
apos a lavagem. Importa também reparar que esta amostspoadeu ndo sé a palma
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da méao, mas também ao contorno dos dedos e sob as unhas, o que poder&aexplicar

ocorréncia desta contaminac¢ao posterior a higienizacao.

Tabela 5 —Médias logaritmicas das contagens de coliformesstantes e apos a higienizagdo, para cada
tipo de recolha.

Média (log Desvio-
UFC/mao) Padréo
Antes da 3,19 1,71
higienizacéo
ApOs higienizagéao 0,00 0,00
B1
Antes da 1,10 0,14
higienizacao
Apos higienizagéo 0,00 0,00
Antes da 1,62 0,65
higienizacao
Apos higienizagéo 1,30 0,00
B2
Antes da 2,63 0,00
higienizacao
ApOs higienizagéao 0,00 0,00

3. Staphylococcus aureus

A figura 6 ilustra os resultados obtidos para a recolha de tipantes e apds a
higienizagéo das méos.

Antes da higienizacdo das méos, os valores obtidos variaramldiire 2,56
log UFC/mé&o, e apods higienizacao obtiveram-se valores dentro daalotér@0 e 2,34
log UFC/méao. Em 50,00% das amostras positivas antes da higiendagsamaos
observou-se uma reducdo maxima de 100,00%. Apenas em 5,56% (1/18) das amostras

positivas ndo se observou qualquer reducgdao.
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Figura 6 —S. aureugm amostras de trés zonas da mao com higienizagdpleta (Al)

Na figura 7 podem-se observar os resultados abfdoa a recolha de tipo Bl
antes e apos a higienizacdo para cada amostras Alatehigienizacdo das maos
obtiveram-se valores entre 1,00 e 2,41 log UFC/ned@p0s higienizagdo o valor
minimo observado foi também 1,00 log UFC/méo e lrvenaximo foi 2,11 log
UFC/mao. Em 50,00% das amostras positivas antegyginizacdo das maos a reducéo
foi maxima, de 100,00%, e apenas em 3,85% (1/26)amaostras positivas ndo se

observou qualquer redugéo.
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Figura 7 - S. aureuem amostras apenas da palma da méo com higienizag@leta (B1)
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Os resultados positivos obtidos para as recolhas de tipo A2 e B2 riaudm
reduzidos (tabela 6), e os valores variaram entre 1,00 e 2,08, e 1,00 e 1,85 log

UFC/maéo, respetivamente

Tal como nos outros dois grupos de microrganismos, tambéns pataeusse
observaram aumentos no namero de contagens apos a higienizacdo. Essgégsaum
ocorreram em 13,33 e 30% das amostras, respetivamente para os tposideAl e
A2.

Estes aumentos no nimero de microrganismos apés a lavagem das méos poderao
estar relacionados com um procedimento incorreto de lavagem das oo&os
contaminagado apos a higienizacdo - tendo em conta que € frequepts@aspserem
portadoras d&. aureusno nariz € na boca e poder haver contacto com essas zonas apos
lavagem das méos -, ou com o facto de, em 7 dos 13 casos em quepestecia se
observou os manipuladores apresentarem a pele das maos danificagladald
principais situacées em que se encorBraaureusna pele é quando esta apresenta
feridas, e por isso, mesmo que as maos sejam lavadas, o atgde das maos uma na
outra pode conduzir a uma ascensdo das células bacterianas do d#efénida a
superficie da pele. A obtencado destas contagens apenas em recolhas de tipestapode

relacionada com o facto de, nestas, a recolha corresponder a diferentes zomas da ma

Para este microrganismo, o valor maximo obtido, em UFC/méo, antes da
higienizacdo das maos, foi de 360 UFC/méao, e apos higienizacéo foi 4#-C204ao0,
correspondendo ambos os valores a uma recolha de tipo A1. Ambos os satores
bastante elevados, tendo em conta que se trata de um microm@aitogénico. Em
todos os tipos de recolha verificou-se, em varias amostras, ausésicia d&. aureus

especialmente em A2 e B2 (tabela 6).
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Tabela 6 —Amostras nas quais foram quantificadas bactériasgécieS. aureusom valores superiores
ao limite (2 log UFC/m&o).

Amostras positivas| Amostras con® 2 log UFC/méao
N° % N° %
Al
Antes da 18 60,00 9 50,00
higienizacéo
Apoés a higienizagéo 9 30,00 3 33,33
Bl
Antes da 26 86,67 14 53,85
higienizacao
Apos a higienizacao 13 43,33 1 7,69
Antes da 4 13,33 1 25,00
higienizacéo
Apos a higienizacao 0 0,00 0 0,00
Antes da 3 10,00 0 0,00
higienizacao
Apoés a higienizagéo 0 0,00 0 0,00

Tendo em conta que o limite definido p&aaureussao valores inferiores a 2
log UFC/méo, analisando a tabela 6 podemos observar que o nunsermsteas com
valores acima do limite séo significativas para alguns tipaardestra, nomeadamente
Al e B1. Em Al, o numero de amostras com contagens acima do linde 9ce@m 18
amostras positivas (50,00%), antes da higienizacdo, e de 3 em 9 (33,33%), apds
lavagem das méaos. No caso de B1, o numero de amostras aciméeléolium pouco
superior ao observado em Al antes da higienizacdo, correspondendo a 53,85% (14/26),

mas bastante inferior apds esse processo, sendo de 7,69% (1/13).

A figura 8 ilustra os valores médios obtidos em cada tipo de requdhasS.
aureus.Antes da higienizacao, é visivel que as recolhas de tipo Al prBdeataram
as meédias logaritmicas mais elevadas, sendo estas 1,87+0,50 lbgadrC1,91+0,36
log UFC/mao, respetivamente. Porém, esperavam-se valoresleaslos nos dois
tipos de recolha em que a amostra abrangeu ndo s a palma daas\dambém o

contorno dos dedos e as unhas, pois foi abrangida uma maior area da mao.
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Em relacéo aos tipos de recolha A2 e B2, o pringgresentou uma média de
1,35+0,44 log UFC/mao, e o segundo apresentou uéthantigeiramente superior, de
1,44+0,35 log UFC/mao.

2,500

2,000

1,500 -

1,000 -

log UFC/mio

0,500 -

0,000 -

B1 A2 B2
Tipos de recolha

M Antes da higienizagdo M Apds higienizagdo

Figura 8 - Médias logaritmicas das contagensSdeureusantes e ap0ds a higienizacdo, para cada tipo de

recolha.

Quando se observa os resultados apos a higienidagdmaos, pode-se verificar
gue os valores médios mais elevados correspondestalhas de tipo Al (1,74+0,45
log UFC/mé&o), e B1 (1,50+0,34 log UFC/mao). Estesisdtipos de recolha
assemelham-se pelo facto de, em ambos, se teradblipara lavar as méaos tanto o
sabonete antimicrobiano como o desinfetante a dasélcool. Mais uma vez, uma
meédia superior em Al, relativamente a B1, podev@rdge ao facto de, no primeiro, a
area das maos amostrada ser maior, possibilitanch@ umaior recolha de
microrganismos. Em relagéo aos outros tipos ddireacodo se observaram contagens

apos a higienizacdo das maos em ambos.

Em termos de reducdes, estas foram de 100% paezahbas de tipo A2 e B2.
Nas recolhas de tipo Al e B1 as reduc¢bes corregpamda 1,00+0,71 e 1,16+0,76 log
UFC/méo (73,52 e 76,98% em UFC/mao), respetivamente
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4. Andlise de Variancia (ANOVA): dois fatores

Utilizou-se, neste estudo, o teste ANOVA a dois fatores, o gmal como
objetivo avaliar se as diferencas observadas entre as nuEligsupos que foram
separados em duas variaveis independentes, ou fatores, sdo estatittc
significativas. Para tal sdo necessarias duas variaveis indepEs)dgue no presente
trabalho correspondem ao tipo de higienizacdo e a drea da maoadmostruma
variavel dependente ou continua, que neste estudo corresponde a tahacde, ree

valores em UFC/méo, da contaminacao das rhaos.

Para este teste assumiu-se que a variavel independente é nmalante uma
taxa e que tem uma distribuicdo aproximadamente normal para @adénacédo de
niveis das variaveis independentes, e que as variancias dos grupodofonpoa
diferentes combinacdes de niveis das variaveis independentes sdo honbé@ésins.
o teste ANOVA a dois fatores permite que se coloquem trés hipéteses:

* Ho: Nao ha efeito principal do fator tipo de higienizacéo
* Ho: Nao ha efeito principal do fator area da méo

*  Hp: Nao h4 combinacéo de efeitos

O que se pretendeu com a execucao deste teste, neste estudofidar ge
estas hipoteses serdo aceites ou rejeitadas. Desta forma@@debter uma conclusao
acerca da importancia da variacédo do tipo de higienizacdo eaddearedo amostrada

no estudo da eficacia da higiene das maos por manipuladores de alimentos.

Através do teste obteve-se a estatistica descritiva pagauwtados deste estudo,
a qual permite avaliar, através da observacdo das médias dasléapalucao, qual o
tipo de higienizacdo e area de recolha da mao que melhor se adegueaga

microrganismo pesquisado.

As tabelas 7 a 9 apresentam a estatistica descritiva gl#tidacada tipo de
microrganismo. Estas tabelas fornecem a média e o desvio padadospgnupos que
foram divididos pelas variaveis independentes, assim como o “TotalGoguesponde
as médias e desvios padrdo para os grupos divididos apenas por umal variave

independente ou mesmo por nenhima.

® Fonte: Laerd statistics, acedido a 21 de setembro de 2011, disponivel em
http://statistics.laerd.com/spss-tutorials/two-way-anova-using-spss-statistics.php
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Observando a tabela 7, referente a mesdéfilos aerdbios, vesfigae as médias
de reducdo dos microrganismos estudados s@o superiores quando a higieéizag
completa, e que dentro desta sdo superiores 0s valores refereoitesita de amostras
apenas da area parcial da méo, o que é reforcado pelos valaesdbs no “Total”.

Na tabela 8, em que sao apresentados os valores referenteforaneslitotais, as
observacbes sdo semelhantes, indicando reducdes superiores quando undeit
higienizacdo completa e quando a amostra corresponde a area gergsiab. Estes
resultados indicam, mais uma vez, que a utilizacdo de um desinf@taase de alcool

como reforgco do sabonete antimicrobiano permite uma maior acaomiea®@ de
microrganismos, e que a amostragem da palma da mao, ndo abrangendo os
microrganismos presentes noutras areas, conduz a falsos reswdtatiogsra reducao

da contaminacao.

Tabela 7 -Estatistica descritiva referente a mesofilos aesdb

Tipo de higienizacdo Area da méo Médifi i d~e DeS\iiO N
reducao (UFC/mao)| padréao
Area parcial 0,86 0,22 | 30
Higienizagcdo complet:  Area total 0,85 0,23 | 28
Total 0,86 0,22 | 58
Area parcial 0,79 0,17 | 25
Higienizacdo parcial ~ Area total 0,67 0,27 | 27
Total 0,73 0,23 | 52
Area parcial 0,83 0,20 | 55
Total Area total 0,76 0,26 | 55
Total 0,80 0,23 | 110
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Tabela 8 -Estatistica descritiva referente a coliformesisota

Tipo de higienizacdo Area da mao HElEdE BIE e | DEEVE |
reducéo (UFC/mao)| padréo

Area parcial 1,00 0,00 | 3

Higienizacdo comple!  Area total 1,00 0,00 5

Total 1,00 0,00 8

Area parcial 1,00 0,00 1

Higienizacg&o parcial Area total 0,96 0,09 7

Total 0,97 0,09 8

Area parcial 1,00 0,00 | 4

Total Area total 0,98 0,07 |12

Total 0,98 0,06 16

Na tabela 9, referente & aureusverificam-se resultados diferentes, os quais
indicam uma maior percentagem de reducdo quando € feita uma laiggenizarcial
das maos. Este resultado podera estar relacionado com a ffetdada quando se
utiliza o desinfetante a base de &lcool na higienizacdo complgta) @odera trazer a
superficie da pele esta bactéria residente, quando os manipsladar portadores, e
principalmente quando apresentam danos na pele. Porém, tambémtpa@ceEsia a
colheita da amostra apenas de uma area parcial da maontgpreséres reducdes, 0
gue vai ao encontro da conclusdo de que este tipo de amostragem naauimdic
reducéo real das bactérias em estudo.

Tabela 9 -Estatistica descritiva referente @ghylococcus aureus

Tipo de higienizagdo Area da mao MEIRERTERE B | DESIE | o
reducdo (UFC/méao) | padréo

Area parcial 0,77 0,34 |26

Higienizacdo complet  Area total 0,74 0,38 |18

Total 0,76 0,35 |44

Area parcial 1,00 0,00 | 3

Higienizacg&o parcial  Area total 1,00 0,00 | 4

Total 1,00 0,00 |7

Area parcial 0,79 0,33 |29

Total Area total 0,78 0,36 |22

Total 0,79 0,34 |51
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Através do teste ANOVA a dois fatores foi também possivel obseiitados do
teste de Levene, o qual testa a hipétese de que a variancia &elvddpendente é
igual em todos os grupysornecendo-nos o valor da significancia (va®r Quando
esse valor é >0,0%u (= valor critico definido) a hipétese testada € aceite, pois ha
homogeneidade das variancias da variavel dependente em todos osmagqeando
a significancia é <0,05 a hipétese testada € rejeitada, p@daaacia entre grupos é

significativamente diferente.

Apenas paraS. aureusse obteve uma significancia <0,0B=0,002), o que
indica que apenas para esta bactéria se observou uma diferenceatigmifda
variancia entre os grupos. Tanto para mesofilos aerdbios como parareEsd totais as
significancias obtidas foram superiores a 0,B50(349 eP=0,146, respetivamente),
indicando homogeneidade das variancias da reducdo de contaminacdo erostodos

grupos.

A tabela 10 apresenta os resultados do teste ANOVA, o qual éoosecalores
das significancias para cada grupo de microrganismos, de foreea poder tirar
conclusdes acerca da existéncia de diferencas significativaséuias entre os grupos
para as duas variaveis independentes (tipo de higienizacdo erérstsada) e para a

interacdo entre ambas (tipo de higienizacdo x area amostrada).

Os valores indicam que para microrganismos mesofilos aerobios ha um
diferenca estatisticamente significativa entre as méldiago dos tipos de higienizacéo
utilizados P = 0,004), ou seja, os resultados diferem bastante quando se usa s6 o
sabonete e quando se utiliza também um desinfetante a base deParal.variavel
area das maof = 0,120, ndo se pode afirmar que a diferenca entre as médias seja
muito significativa P > 0,05). Uma menor significancia foi observada na interacao
entre ambas as variaveR £ 0,205), o que indica que ndo ha uma relacao significativa

entre a area da méo em que se recolhe a amostra e o tipo de higienizagiopratic

49



Tabela 10 —Resultados do teste ANOVA a dois fatores

Significancia
Mesdfilos | Coliformes
Fonte oy . S. aureus
aerobios totais
Tipo de Higienizacdo 0,004 0,687 0,08
Area 0,120 0,687 0,903
Tipo de Higienizacdo * Ares 0,205 0,687 0,9

Relativamente aos coliformes totais, podemos observar valoregnifec&ncia
superiores a 0,05 para cada variavel e para a interacdo statse @ que indica ndo
haver uma relacdo entre o tipo de higienizacdo utilizado e adareado de que €

recolhida a amostra.

Os valores obtidos par&. aureustambém indicam homogeneidade das
variancias dentro das duas variaveis e entre elas. Esta homodenreitiais acentuada
dentro da variavel area da recolha da médo e na interacdoaemtes as variaveis,
apresentando ambas uma significancia de 0,903. Dentro da variavel hijgeedeacao
a diferenca entre as médias ndo € muito significativa, rhasageneidade entres elas

€ menor do que nos outros cades (0,083).

As figuras 9 a 11 ilustram os perfis de resposta para ostipés de
microrganismos isolados. Estes graficos fornecem uma boa iAstg@fica dos
resultados obtidos, e fornecem informag&o sobre a existéncia, ou ndo,edeitande
interacdo pela observacdo do grau de paralelismo das linhas. A4asimilo as linhas
sao paralelas ndo ha interacdo entre os fatores, e se anhohs&o paralelas, e se se

cruzarem, ha possibilidade de interacao.

Observando a figura 9, referente a microrganismos mesoéfilos aeqiii@snos
verificar que em nenhum dos graficos as linhas séo totalmentelasyrahas no gréfico
do lado direito o grau de paralelismo é maior que no graficado ésquerdo. No
grafico da esquerda, € visivel a existéncia de médias maaslguando € feita uma
higienizacdo parcial, principalmente quando é recolhida a anttzstieea total da mao.
Porém, as médias das taxas de reducdo séo elevadas, e assamdihatante quando
é feita uma higienizacdo completa, independentemente da areafddestaé possivel

sugerir a existéncia de alguma interacdo entre os dois famgsfico permite ainda
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observar uma elevada variancia dentro da varidvel tipo de higiemizdg&grafico da
direita, o grau de paralelismo é superior e verifica-se uirnagastamento entre as
linhas, o que indica que ndo ha interacdo entre as variaveis. Bfit® dambéem
permite observar médias mais elevadas quando € feita uma higgenampleta das
maos, variando pouco entre recolha da &rea total e recolha qmériehda mao. E de
notar que a variancia dentro da variavel area da médo, no gerané do que na

variavel tipo de higienizacao.
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Tipo_Higienizacfio Area

Figura 9 - Graficos de perfil de resposta referentes a mesadikrobios

Na figura 10, referente a coliformes totais, podemos verificaragulinhas se
cruzam, o que indica interacdo entre as variaveis, e que ambo&fioss sdo iguais e
indicam uma variancia reduzida dentro das variaveis. Ambos os grdfistrmm
médias de reducao de 100%, exceto quando é feita uma higienizagabeparamostra
é recolhida da é&rea total da méo.
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Meédia da taxa de reducfio em UFC/miio
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Figura 10 - Gréficos de perfil de resposta referentes aamwliés totais
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Figura 11 - Gréficos de perfil de resposta referent&aphylococcus aureus
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Observando a figura 11, referente a resultadoS.deureuspodemos verificar
no grafico da esquerda que as linhas se cruzam, e quase se sobrepdenindica
interacdo entre os fatores. Neste grafico podemos observar as médiatenalas, que
correspondem a reducbes de 100%, quando é feita uma higienizac@a, parc
independentemente da area da méo de onde € recolhida a amostra. B&o,0posi
todas as amostras em que se aplicou uma higienizagdo completaataas reducdes
foram baixas, por isso as diferencas das médias dentro da vdéuigieslizacdo das
mAaos ndo se mostraram tdo homogéneas como para a variavelagrez@os e a
interacdo entre ambas, tal como se observou na tabela 11. No gi&fdiceita, as
linhas referentes ao tipo de higienizagdo encontram-se basfastadas e quase
paralelas, o que indica que ndo ha interacdo entre os fatoresghddiste observam-se
0S mesmos resultados que no anterior, ou seja, houve reducdes de 100% quando se
aplicou a higienizacdo parcial, independentemente da area amossta® foram
bastante reduzidas quando se aplicou a higienizagdo completa dapmmaipsimente

quando se recolheu as amostras da area total da méo.

5. Analise da distribuicdo dos resultados

Os gréficos de caixas e bigodes permitem obter uma repreergeafica da
distribuicdo de um conjunto de dados com base nalguns parametrosvdesaendo
estes a mediana, 0s quartis superior e inferior e o valor mininéxieno dos dados. Os
limites superior e inferior dos “bigodes” delimitam o graficaysevalores fora desses
limites sdo denominadasutliers (Tanis, 1987). Pode-se ainda encontrar dois tipos de
outliers os moderados, representados por um ponto aberto, e que correspondem a
valores que se estendem até um maximo de 1,5 vezes o intereslqualttil, e os
outliers extremos, representados por um asterisco, e que se estendemeats
intervalo inter-quartil. A partir deste tipo de gréfico foi possandliar a simetria dos
resultados obtidos neste estudo, a sua dispersao e, ainda, a existéncia autigosde

Nas figuras a seguir representadas pode-se observar a @bspass taxas de
reducdo da microbiota das maos apods os diferentes tratamentos ysadoO®S
microrganismos pesquisados. A figura 12, relativa a mesofildbiasr mostra uma
maior dispersao de resultados quando o tipo de tratamento usado incluiaslavaos
apenas com um sabonete antimicrobiano, ndo se obsemathidos nestes casos (A2,
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B2). Por outro lado, quando a lavagem das maos incluiu a utilizagéim dabonete e
posteriormente de um desinfetante com alcool a amplitude de desulthservada é
menor, mas observam-se algumstliers principalmente extremos. Estes extremos,
principalmente no tratamento B1, representam casos em que as rddraelsastante
inferiores em relacdo & mediana. Estes valores tdo dispareslagd@o ao conjunto
global podem ser explicados por uma ineficiéncia na pratica denlrig¢do das maos

por parte dos colaboradores correspondentes.
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Figura 12 —Diagrama de extremos e quartis relativo a distcéoidos resultados de meséfilos aerébios

Relativamente aos coliformes totais observou-se uma homogenenbasde
resultados, ndo havendo dispersdao dos mesmos em nenhum dos tipos dattratame
uma vez que se obtiveram, em todos eles, taxas de reducdo de 100% wgena
tratamento de tipo A2 houve um caso isolado em que a reducéao foi de Ap¥nas
que representa unoutlier extremo e poderad estar relacionado com o facto de

corresponder a um colaborador que apresentava alguns cortes nos dedos.

O gréfico de caixas e bigodes referenfe aureugfigura 13) apresenta alguma
heterogeneidade nos resultados entre os diferentes tipos deehtaa@®bserva-se que

quando a lavagem das maos foi completa (Al, B1), utilizando inicianiemsabonete
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antimicrobiano e posteriormente um desinfetante a base de akgistou-se maior
dispersao dos resultados, observando-se apenasulléss moderados no tratamento
de tipo B1, em que se amostrou apenas a palma da mao. Nosrtatadeetipo A2 e
B2, em que apenas foi utilizado sabdo para a higienizacdo dasmééaose registou

dispersao, pois a redugéo da contaminagao das maos foi de 100% em todas as amostras.
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Figura 13 -Diagrama de extremos e quartis relativo a dist¢@uoidos resultados & aureus

6. Discusséao geral dos resultados

Tal como observado por Andradg al (2003), neste estudo as amostras
recolhidas de manipuladores de alimentos também apresentaram mentEge
microrganismos mesofilos aerobios mais elevadas em relacdmuai@s grupos
microbianos estudados. A ndo obtencdo de maiores reducdes para masaditiss
pode estar relacionada com o facto de este ser um grupo muitoghat de
microrganismos e poder englobar ndo s6é a microbiota transitoas, também a

residente. E importante salientar que tudo isto depende também dadomo cada

manipulador lava as méos.

Os valores maximos obtidos, em UFC/mao, no total das amostravaolaser

foram de 9,5x1D antes da higienizacdo, e 9,3%14pds higienizacdo, e ambos os
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valores foram observados em amostras onde foram pesquisados misnoogani

mesofilos aerébios.

Analisando as médias dos resultados, foi possivel concluir, tal como Moetville
al. (1988), que a utilizacdo de um sabonete antimicrobiano, seguida petaédui de
um desinfetante, promove a reduc&o microbiana. Concluiu-se tambénmepatha de
amostras ndo s6 da palma da m&o, mas também do contorno dos dedosumbab, as
permite-nos ter uma nogé&o mais aproximada da concentracdo micrdaiam@o, pois
nao reduz 0S microrganismos presentes em zonas que geralmenimmatid bem
lavadas como a palma da méao. Estes factos foram bastante evidestresultados de
microrganismos mesofilos aerdbios (tabela 11). O recurso aeste tle andlise de
variancia permitiu inferir que as diferencas das médias dasmiagens de reducédo
obtidas para os quatro diferentes tipos de recolha foram sigmdEaapenas para

mesofilos aerobios.

Os resultados obtidos para coliformes totais indicaram uma honbapine
nas variancias, entre e dentro de cada variavel, ndo mostrando tgoddguer relacdo
entre ambas. Estas observacées devem-se ao facto de ter haaidedugéo, para a
maioria das amostras, de 100%. Desta forma, podemos concluir gueEgamismos
coliformes totais sdo facilmente removidos com qualquer um dos gas te

higienizacao.

Algumas das conclusGes aplicaveis a mesofilos aerdbios potkrdmem
explicar alguns resultados obtidos para coliformes totais, magana8taphylococcus
aureus Resultados tdo dispares obtidos para esta espécie de bactérias pothyr
relacionados com o facto de estas fazerem parte da microbsidente das maos dos
manipuladores. No caso & aureusmao se observou uma diferenca significativa das
variancias dentro da variavel area das maos, mas sim dentvaridsel tipo de
higienizacdo. Todas as amostras em que foi aplicada uma hig@migarcial tiveram
uma reducéo de 100%, mas nas amostras em que se aplicou uma épecirapleta
as taxas de reducdo foram bastante reduzidas, independentemenéa dia @ndo
amostrada. O facto de se terem observado maiores reducfes quatildmsepenas o
sabonete para lavar as maos podera estar relacionado comaefambose friccionar as
maos com o desinfetante de alcool, estas bactérias residert®savisuperficie em

manipuladores portadores ou que apresentem danos na pele.
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A ocorréncia de concentragfes mais elevadas ap0s higienipaigiipalmente
de S. aureus poderd estar relacionada com o facto de muitos manipuladores
apresentarem danos na pele das maos. Estes resultados foram dobserva
principalmente no tipo de recolha A2 em que nao € utilizado o desinfatéatse de
alcool e a recolha da amostra corresponde a trés zonas da miofdD®s, seria
importante instruir os manipuladores a utilizar luvas descartgueisdo as suas maos

apresentam alguns danos fisicos, e ensina-los também a utiliza-las de foetaa cor

A observacdo de percentagens de reducdo pouco satisfatorias apds o uso do
desinfetante vai de encontro ao observado por Barbara Almanza (2000), ifjceuver
gue varios estudos mostraram que estes desinfetantes ndo redigifioativamente
0 numero de bactérias presentes nas maos, e que nalguns casos padeRaumenta-
lo. Um aumento da concentracdo de mesofilos aerob®s aireusnas maos, apos

utilizacdo de um desinfetante, foi observado neste estudo apds amostragens do tipo Al.

Na tabela 11 pode-se observar que, neste estudo, a reducao nmgdikevada
apos lavagem das méaos s6 com o sabonete a base de triclosano foi A®@,Eig
UFC/méo, em B2, para coliformes totais, que fazem parte da nataadipansitoria.
Este valor fica 0,17 log UFC/mé&o aquém do observado por Kampf e K(a6e:t),
que obtiveram reducbes de 2,8 log UFC/mao no numero de bactéria®icmsim
maos lavadas com um sabonete a base de triclosano. Por outro ladoaustes
apenas obtiveram uma reducdo meédia de 0,29 e 0,80 log UFC/mé&o no numero de
bactérias residentes, enquanto neste estudo, a microbiota resigeasemtada pd.
aureusteve uma reducdo média maxima de 1,44+0,35 UFC/méo, em B2. O facto da
reducdes mais acentuadas corresponderem ao tipo de recolha B2 pstdera e

relacionado com o facto de a amostra corresponder apenas a palma da mao.

Estes resultados, ndo totalmente satisfatorios, séo idénti®dsios outros
estudos realizados no ambito da manipulacdo alimentar @teétk, 1989, Litzet al,
2005, Millezi et al, 2007 Coelhoet al, 2010). Em todos eles constatou-se uma
ineficiéncia no procedimento de lavagem das maos por parte dos manis.labkste
estudo, apesar de, na maioria das vezes, a higienizacdo daseméoicgentemente
eficaz para reduzir as contagens para valores inferiores atssjimm muitos casos
observaram-se reducdes pouco consideraveis, 0 que pode estar mtacoma o

procedimento de lavagem das méaos por cada manipulador. Os limipesadsts, de
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acordo com Litzet al (2007), sdo elevados comparativamente com aqueles definidos

por Andradeet al, (2003). Este autor estabeleceu como limite maximo para mesofilos

aerdbios e coliformes totais 10 UFC/méao (1 log UFC/méao). Se estido tivessem

sido estipulados estes limites maximos, todos os valores obtid@s gstes

microrganismos teriam sido superiores ou iguais ao limite.

Os resultados da interpretacdo dos dados dos inquéritos em quétsrl reg

nome, fungéo na cozinha, sexo e idade dos manipuladores n&o indicaratéreciexde

diferencas entre a carga microbiana em mulheres e homens, quardeiopeiros e

maiores e menores que 35 anos. Desta forma ndo é possivel estatpelpos com

maior consciéncia da importancia de uma correta higienizagéo das maos.

Tabela 11 —Médias logaritmicas, e correspondentes desviosipadios valores obtidos em todos os
tipos de recolha, para todos os grupos de micrasges pesquisados

Mesof. | pp S aureus | DP cT |ppP
aerdbios
Antes (log UFC/méao, média)| 3,73 | 0,82 1,87 10,50 3,19 | 1,71
Apbs (log UFC/mao, média) 2,26 | 0,67 1,74 10,45
Redugdo (log UFC/méo, 1,47 0,02 YR 100 |071 3,19 [ 1,71 T
média)
Antes (log UFC/méao, média)| 3,13 | 0,47 191 0,36 1,10 | 0,14
Apo6s (log UFC/mao, média) 1,98 |0,60 1,50 |0,34
r'f]z‘é‘i’a‘f)ao (log UFC/m&o, 135 071 PP 116 |0 76MNERM 110 |0, 14RI00
Antes (log UFC/mao, média)| 3,45 [ 0,86 1,35 10,44 1,62 10,65
Apos (log UFC/mao, média) | 2,77 [ 0,90 1,30 (0,00
Reducdo (log UFC/mao, 068 |048 135 |044 1.43 |0.72
medlai
Antes (log UFC/mao, média)[ 3,16 [ 0,55 1,44 10,35 2,63 10,00
Apo6s (log UFC/mao, média) | 2,40 | 0,59
Redugdo (log UFC/mao, 085 |042[ERTM 144 |035ENENCE 2.63 |0.00EGNLL

média)

Legenda:
DP —Desvio Padrao
CT — Coliformes totais
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V. CONCLUSOES

Tal como Montvilleet al. (2002), podemos concluir, com este estudo, que uma
lavagem das méaos feita de forma apropriada pode reduzir o riscontiEminagéo
bacteriana nas maos, e que os principais fatores que infloneacantagem bacteriana
sdo o uso de desinfetantes, o uso de sabonetes, e 0 método de secageminysss

incorreta aplicacdo de cada um deles podera levar a resultados menosrgagisfat

Algumas contagens observadas foram elevadas, principalmente date
higienizacdo das méos, a excecadEdeoli que esteve ausente em todas as amostras.
Essa auséncia indica que os manipuladores lavam as maos apidaumaasa de
banho, mas os elevados valores dos restantes microrganismos indicaessque

procedimento podera ndo estar a ser posto em pratica o numero de vezes suficiente.

Tal como descrito por Aycicest al (2004), ndo ha uma forma de medir se as
maos foram lavadas, por isso as agéncias reguladoras ndo eomdegrar a industria
alimentar a assegurar, atraveés de regulacdo e inspecaa;ourdt® higienizacdo das
maos por parte dos trabalhadores. Neste estudo foi possivelavegifie apesar das
empresas na area da restauracao se regerem por um Si#€G& H qual define um
codigo de boas praticas de higiene pessoal, muitas vezesistssga :do esta bem
implementado, e por isso se observam contagens microbianas com uagaovéio
ampla entre manipuladores de alimentos que trabalham na mesmesa&n#ssim, €
importante que as entidades empregadoras na area alimentar tonzertitude no
sentido de promover uma melhor higiene pessoal por parte dosatmlkadores. Para
tal deveriam ser implementados programas de formacgao pardaelos trabalhadores
acerca dos perigos de um incorreta higiene pessoal, assim caneoetas atitudes
na area de trabalho, de forma a elevar o nivel da qualidaden@ingeda saude dos
consumidores. Estas formacdes deveriam também orientar oshaddrals numa
correta pratica de higiene das maos, assim como das alturgsieemasta deve ser
aplicada, e de todos os cuidados a ter quando se lava as mé&os para ag na
contaminacédo. Estas acfes deveriam ainda ser frequentadas, ndo s@opeks
trabalhadores, mas também por todos os outros, de maneira a inasytigé-luma

forma constante, a pratica da higiene pessoal com a frequéncia necessaria
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Este trabalho permitiu concluir que a utilizacdo de um desindetattase de
alcool, apdés a lavagem com um sabonete antimicrobiano, aumentaéacefiale
higienizacdo das maos, assim como permitiu concluir que a recolraatdra apenas
da palma da méo néo traduz a carga microbiana que podera por@wsraanentos
manipulados. A recolha ndo s6 da palma da mdo mas também do contorno des dedos
sob as unhas, fornece dados mais realistas do niumero de microogapigsentes nas
maos, pois estas, sendo os locais onde 0s microrganismos se vao acynsdando
geralmente as zonas mais descuidadas durante a lavagem alsPo@&m, estas
conclusdes foram mais evidentes para mesofilos aerdbios, poiss agpenkferencas
entre as meédias das taxas de remocao para a variavel tipdesezhigfo, observadas
para este grupo de microrganismos, se mostraram estatistteasignificativas para se
poder inferir que a utilizacdo de um desinfetante com alcool apagelam das maos
com o sabonete é mais eficaz do que a lavagem apenas com o sabhesete sendo
este antimicrobiano. Apesar da diferenca das médias da var@aelédmao néo ser tdo
significativa como a anterior, a sua significancia foi sufilgepara se afirmar que
quando se recolhe amostras da area total da méao (palma, contorremlo®® dob as
unhas) as contagens sdo maiores. Perante esta situacdo, o métedolhde mais
adequado para este estudo seria 0 método de lavagem com solucacaisieidma de
um saco de plastico. No entanto, este método implica elevados cuptosatsamento
das amostras devido a necessidade de se efetuarem muitdsesjlpigis as contagens

obtidas vao ilustrar a contaminacéo de toda a méo, incluindo a zona dorsal.

Apesar de se concluir que a pratica de uma higienizacao ¢camyiézando os
agentes definidos para este trabalho, foi mais eficaz do que ureaizagéo parcial,
apenas em 2,50% das amostras em que se utilizou uma higienizegpleta se
observaram taxas de reducédo de 100% para microrganismos mesflo®sa Estes
resultados sugerem que os agentes testados poderdo ndo seraolequados para este
grupo tdo amplo e diversificado de microrganismos. Desta forma, daveeiafeitos
mais estudos em que fossem testados outros agentes de higepaegaeduzir a

contaminacgao por mesofilos aerdbios.

Este estudo mostra, assim, a importancia da pesquisa microfaol@Egta area.
E extremamente importante continuar & procura das melhores fparaseduzir a
carga microbiana, ndo sO0 nos alimentos, mas nas maos dos manipuladsres

superficies e nos utensilios de trabalho. Desta forma serafacdisassegurar a
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qualidade e seguranca alimentar, e também a saude dos consumidords, guuislo
com Lues e Tonder (2007), a experiéncia tem mostrado que bastentm isolado de
contaminagdo com um microrganismo patogénico para que se observequénnses

drasticas.

O presente estudo permitiu assim, atingir os objetivos iniciagmestipulados.
Otimizou-se um protocolo de higienizacdo e selecionou-se 0 método dEag@ms
mais viavel para este estudo, de forma a se obter os dados nesqssa avaliar a
eficiéncia de higienizacdo das méos. Foram ainda feitas pestiliiagraficas de
forma a se poder propor critérios de apreciacdo da eficiéndigmizacdo ndo so

para a amostra alvo mas também para a manipulacéo de alimentos no geral.

E importante que as geréncias dos hotéis tenham a nocdo do seu important
papel e se comprometam a garantir a aderéncia dos trabalhagwétcas corretas de
higienizacdo. Devem ser criados programas de encorajamentexepoplo através de
compensacdes ou penalizacdes aos trabalhadores étadd 2010, V. LXXIII Part
10), consoante eles seguem ou néo as técnicas de higiene pesgoatiasl. Para que
0s manipuladores de alimentos saibam como pér em pratica tatagéérassencial que
estas Ihes sejam transmitidas. A geréncia deve, parartahrfos seus trabalhadores de
forma a aumentar o seu conhecimento na area da segurancaaalimantjual esta
incluida a higiene das maos. Para além disso, deve ser feitaamitarizacdo continua
através da observagdo dos comportamentos dos trabalhadores paar \&ifestes
estdo a por em pratica os conhecimentos que lhes foram transmiticiosbito de
aumentar a seguranca dos alimentos e diminuir o risco do surgirdentioencas
alimentares (Toddt al, 2010, V. LXXIII Part 11).

O interesse na seguranca da saude publica deve ser a principakauwtianto
dos manipuladores de alimentos como da geréncia, a producdo de alissgnias
(Toddet al, 2010, V. LXXIII Part 9).
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VII. ANEXOS

Anexo 1 -Ficha de registo do estado das méos dos manipekdor

o : ~
N° da Nome Tipo de Local/Data Observagtes do estado das

Amostra recolha maos

Al

Bl

A2

B2

Al

Bl

A2

B2

Al

Bl

A2

B2

Al

Bl

A2

B2

Al

Bl

A2

B2

Al

Bl

A2

B2

Al

Bl

A2

B2
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