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RESUMO

O consumo de alimentos nas escolas podem constituir alto risco para
as criancas. Devido a falta de conhecimento dos manipuladores desses
alimentos, onde os mesmos ndo dao a devida importancia para manter
um controle microbioldgico durante a producdo, armazenamento e
distribuicao desse material. A pesquisa teve o objetivo de identificar os
microrganismos presentes na merenda escolar de escolas municipais de
uma cidade do agreste pernambucano. As bactérias mais frequentemente
encontradas nas hortalicas foram a Escherichia coli (43,33%) e
Staphylococcus aureus (26,33%), em relacao a presenca do fungo
Candida sp, a Candida albicans apresentou (23,33%), a Candida Krusei
(10%), e a Candida glabrata apenas (3,33%). De acordo com os
resultados, as escolas devem adotar medidas corretivas relacionadas a
introducao da higienizacao adequada das maos dos manipuladores e das
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hortalicas, objetivando reducao do crescimento bacteriano o qual pode
causar disseminagao de doencas para as criancas e adolescentes que
fazem uso desses alimentos.

PALAVRAS-CHAVE: Microbiota hortalicas, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli.

ABSTRACT

Consumption of food in schools may be high risk for children. It is
said due the lack of knowledge of its food handlers, and, more over, by
knowing that they do not give the proper importance to maintain a
microbiological control during production, storage and distribution of this
material. The research aimed to identify the microorganisms present in
school meals of public municipal schools of a city in Pernambuco’s
countryside. The bacteria most commonly found in vegetables were
Escherichia coli (43.33%) and Staphylococcus aureus (26.33%),
compared to the fungus Candida sp, Candida albicans showed (23,33%),
Candida krusei (10%) and Candida glabrata just (3.33%).According to the
results, schools must take corrective measures related to the introduction
of proper hand and vegetable hygiene by the food handlers, aiming to
reduce bacterial growth which can cause the spread of disease to children
and adolescents who eat these meals.

KEYWORDS: Vegetables microbiota, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli.

RESUMEN

El consumo de alimentos en las escuelas pueden constituir alto riesgo
para los nifios.Debido la falta de conocimientos de los manipuladores de
los alimentos,donde los mismos no dan el debido valor para mantener un
control microbiologico durante Ila produccién ,almacenamiento vy
distribuicion de ese material. El estudio ha tenido como objetivo reconocer
los microorganismos presentes en la merienda escolar de escuelas
municipales de una ciudad del agreste pernambucano.Las bacterias mas
frecuentemente encontradas en las hortalizas fueran: la Escherichia coli
(43,33%) y Staphylococcus aureus (26,33%).Con relacion a la presencia
del hongo Candida sp, la Candida albicans presenté (23,33%) , la Candida
krusei (10%) y la Candida glabrata solamente (3,33%) . De acuerdo con
los resultados,las escuelas deben adoptar medidas correctivas
relacionadas a la introduccion de la higienizacion adecuada de las
hortalizas y de las manos de sus manipuladores, objetivando la reduccién
del crecimiento bacteriano, lo cual puede ocasionar diseminacion de
enfermidades a los nifios y adolescentes que consumen eses alimentos.

PALABRAS CLAVE: Microbiota hortalizas, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli.



1 INTRODUCAO

Deve-se ter cuidado com os alimentos, pois todos eles sdo passiveis
de contaminagao por diferentes agentes etiolégicos que podem levar ao
desenvolvimento de doencas que afetam a salude humana, podendo ser

desencadeadas seja por microrganismos patogénicos ou por suas toxinas
(1)

Instituicoes como escolas, fabricas, hospitais, dentre outros, sao
responsaveis por atender um grande publico de pessoas. Devido a falta de
conhecimento e alta demanda, manipuladores de produtos alimenticios
ndo dao a devida importancia para manter um controle microbioldgico
durante a produgdao, armazenamento e distribuicdo desse material,

colocando em duvida a qualidade nutricional e sanitaria desses alimentos
(2)

Sado considerados grupos de risco, as criancas, idosos e individuos
imunodebilitados, ja que eles apresentam o sistema imunoldgico
incompleto ou deficiente e, nestes casos, a ingestdao de pequeno numero

de patdégenos pode ser suficiente para causar doenca .

A alimentacao escolar esta presente em todo o mundo, sendo que
cada pais age de forma diferente. No Brasil, a merenda escolar sempre
esteve presente nos programas de suplementacao alimentar. As primeiras
iniciativas foram da década de 30, quando alguns estados e municipios
mais ricos passaram a responsabilizar-se, de forma crescente, pelo
fornecimento da merenda em suas redes de ensino. Nos anos 50, criou-se
o Programa Nacional de Alimentacao Escolar. Desde entao, o Programa de
Merenda Escolar manteve o objetivo de contribuir para melhorar as
condicdes nutricionais e de saude dos alunos, fornecendo-lhes uma

alimentacdo suplementar .

Segundo o Programa Nacional de Alimentacao Escolar (PNAE), os
alunos tém direito a uma alimentacao segura tanto do ponto de vista

nutricional, como do ponto de vista microbiolégico. Por isso deve-se ter o



maior cuidado, embora nem sempre ocorra. A inseguranca alimentar tem
sido documentada em paises de toda gama de rendas nacionais, desde
aqueles de mais baixa, até os de mais alta renda. Nesse sentido, a
maioria dos paises latino-americanos, incluindo o Brasil, estd no meio

desse espectro .

Os manipuladores sem duvida sao a principal via de contaminagao
dos alimentos, pois a RDC 216/2004 classifica como manipulador de
alimentos, qualquer pessoa do servico de alimentagcao que entra em

contato direto ou indireto com o alimento (®.

Os parasitas, as substancias tdxicas e os micrébios prejudiciais a
saude, entram em contato com o alimento durante a manipulagao e
preparo provocando assim, o processo que chamamos de contaminagao.
Sdo diversas as doencas que podem causar danos a saude. As doencas
transmitidas por alimentos (DTAs) sao doencas provocadas pelo consumo
de alimentos contaminados, tendo como sintomas mais comuns vomitos e
diarreias, podendo também causar dores abdominais, dor de cabeca,
febre, alteracao da visao, olhos inchados, dentre outros, e nas criangas,
gravidas, idosos e as pessoas doentes, as consequéncias obtidas por esses
alimentos contaminados podem ser mais graves, podendo inclusive levar

a morte ),

Devido os alimentos serem passiveis de contaminagao,
principalmente no processo de manipulagao, a pesquisa teve o objetivo de
identificar os possiveis microrganismos presentes na merenda escolar,

sendo tracado o perfil de resisténcia/sensibilidade dos mesmos.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 AMOSTRAS

Foram visitadas treze Escolas Municipais de uma Cidade do Agreste

Pernambucano. Em cada escola foram coletadas diferentes hortalicas. O



material coletado (100g de alimento por amostra) foi acondicionado em
bolsas plasticas emetricamente fechada, e postas em isopor, para
transporte imediato ao local do processamento. As amostras foram
semeados em placas de Petri, e acondicionados em estufa com

temperatura em torno de 37°C.
2.2 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DAS ESPECIES NAS AMOSTRAS

De cada hortalica coletada, foi retirado uma aliquota e transferida
para dois tubos de ensaios, contendo 5 ml de solugdo salina estéril (soro
fisioldgico). Depois as amostras foram semeadas em meios adequados

para identificacdo das bactérias e leveduras.

Apds o cultivo foi realizado a coloracdo de Gram, esta coloracao
diferencial separa as bactérias em dois grandes grupos: as bactérias Gram

positivas e as bactérias Gram negativas®

Posteriormente a coloracao de Gram, foi dada continuidade a
identificacdo microbioldgica dos microrganismos presente nas amostras,

através da utilizacdo de meios identificadores.

As bactérias pertencentes aos géneros Staphylococcus produzem a
enzima catalase. Os Streptococcus por nao possuirem esta enzima, sao
facilmente diferenciados por esta prova. Para execucao do teste, foi
preparada uma suspensao do crescimento bacteriano em agua destilada,
na superficie de uma lamina, e adicionado duas gotas de agua oxigenada
a 3%. O aparecimento imediato de bolhas na superficie da suspensao

bacteriana indicou reacdo positiva®®

2.3 PROVA DE COAGULASE

Culturas de Staphylococcus aureus anteriormente identificadas, foram
preparadas em caldo tripticase soja (Difco) e incubadas a 37°C + 1°C por
um periodo de 18 a 24 horas. Uma aliquota de 0,4ml da cultura foi

adicionado de 0,1ml de plasma de coelho (CECON). As misturas foram
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levadas a incubacgao a 37°C + 1°C e realizadas as leituras em intervalos de
tempo de 1, 2, 3, 4 e 24 horas. Foi considerada reacao positiva, o grau de

coagulacao observado nesse periodo.
2.4 MEIO CROMOGENICO PARA ISOLAMETO DE CANDIDA SP

Esse meio tém como fundamento, a alteracdo na cor desenvolvida
pelas coldnias através de indicadores de pH e fermentacdao de compostos
especificos ou substratos cromdgenos, diferenciando as leveduras de
acordo com a morfologia e a cor das col6nias, a utilizacao deste meio
facilita a deteccdo e a identificagao destas leveduras e, também, fornece
resultados presuntivos em menor tempo que os obtidos pelos métodos ja

padronizados (19,

2.5 PROVA DE SENSIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

As cepas foram submetidas a prova de sensibilidade a
antimicrobianos - o antibiograma, pelo método difusdao de discos Kirby-
Bauer. Neste ensaio as col6nias foram transferidas do MH para solucao
salina estéril (NaCl 0,85%) até se obter uma turvagcao compativel com o
grau 0,5 da escala Mac Farland (10% UFC/mL). Apds incubacdo a 35-37°C
durante 2-5 horas, a solucao apresentou turvacao moderada, de
densidade visualmente equivalente ao tubo 0,5 da escala de Mac Farland.
A suspensao foi semeada utilizando-se um “swab” estéril e ndo téxico, em
trés diregdes na superficie do Agar Mueller Hinton em uma placa de Petri.
Colocou-se a placa para secar durante 4 minutos, antes da aplicagdao dos
discos para antibiograma. Os discos foram colocados com o auxilio de uma
pinca, obedecendo a uma distancia de 20 mm das bordas da placa e 30
mm entre eles. As placas foram levadas a incubacao a 37°C por 18 a 24
horas e posteriormente realizadas as leituras com régua milimetrada. Os
antibidticos de escolha foram: penicilina, amoxilina, amicacina,
gentamicina, cefalotina, cefazolina, imipenem, meropenem, ciprofloxacina
e norfloxacina. Classificaram-se os resultados em sensivel e resistente, de

acordo com o diametro dos halos de inibicdo. Os valores obtidos, bem
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como a escolha dos antibidoticos foram realizados de acordo as

recomendacgdes!?):

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 13 escolas visitadas, foram coletadas 30 hortalicas, dessa
quantidade 43,33% apresentou Escherichia coli; 26,33% tiveram o
crescimento da bactéria Staphyloccocus aureus e 20% estavam

contaminadas pela bactéria Klebsiella pneumoniae. (Tabela 1)

A legislacao brasileira ndo estabelece limites para a contagem de
microrganismos em superficies de processamento de alimentos, porém, a
simples presenca do patdgeno, em etapas posteriores a higienizacdo e
anteriores as operacdoes de manipulacao de alimentos, reforca a
necessidade de higienizacao adequada, especialmente em locais onde a
contaminacao possa atingir alimentos prontos para consumo, de forma a

prevenir a ocorréncia de surtos de doencas de origem alimentar (12

Tabela 1- Perfil dos microrganismos analisados nas hortalicas das Escolas Municipais de uma

Cidade do Agreste Pernambucano.

i HORTALICAS
VARIAVEIS COLETADAS
No. %

Quantidade 30 100%
Escherichia coli

Positivo 13 43,33%

Negativo 17 56,66%
Staphylococus aureus

Positivo 8 26,33 %

Negativo 22 73,33 %
Klebisiella pneumoniae

Positivo 6 20 %

Negativo 24 80 %



Ja em relagao a presenca do fungo Candida sp., das 30 hortalicas que
foram coletas das 13 escolas municipais, 23,33% desse total obtiveram a
presenca da Candida albicans, 10% apresentaram Candida Krusei e

apenas 3,33% apresentou Candida glabrata.(Tabela 2)

Tabela 2 - Perfil dos diferentes tipos de Candidas analisadas nas hortalicas das Escolas Municipais

de uma Cidade do Agreste Pernambucano.

; HORTALICAS
VARIAVEIS COLETADAS
No. %

Quantidade 30 100%
Candida albicans

Positivo 7 23,33%

Negativo 23 76,66%
Candida krusei

Positivo 3 10 %

Negativo 27 90 %
Candida glabrata

Positivo 1 3,33 %

Negativo 29 96,66 %

Candidiase ou candidose é uma micose causada por leveduras do
género Candida, em que a lesdao pode ser branda, aguda ou cronica,
superficial ou profunda, e de espectro clinico bem varidvel. O principal
agente das candidiases é a Candida albicans (**

A resisténcia aos antibidticos se desenvolve como uma natural
consequéncia da habilidade da populacao bacteriana de se adaptar. O uso
indiscriminado de antibidticos aumenta a pressao seletiva e, também, a
oportunidade da bactéria ser exposta aos mesmos. Aquela oportunidade

facilita a aquisicdo de mecanismos de resisténcia (14),

Para as amostras de hortalicas que foram encontrada a bactéria
Escherichia coli, o antibiograma mostrou que 92% dessa bactéria
encontrada nas amostras, apresentaram sensibilidade ao antibidtico

amoxilina; 85% mostrou-se sensivel a amicacina, o mesmo aconteceu



com o antibiético norfloxacina, onde 85% apresentou sensibilidade ao
mesmo; 77% das hortalicas contaminadas por essa bactéria apresentaram
sensibilidade ao meropenem e 69% delas se mostraram sensiveis a

cefazolina. (Gréfico 1)

Grafico 1 - Perfil da resisténcia e sensibilidade das cepas de microrganismos Escherichia coli,
isolada das amostras de hortalicas coletas de Escolas Municipais de uma Cidade do Agreste

Pernambucano.
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As doengas mais comumente causadas pela Escherichia coli sdao as do
trato urindrio, o microrganismo pode migrar do trato intestinal para o
trato urinario e rins pela via hematogénica ou linfatica. Os sinais e
sintomas incluem frequéncia urindria, disuria, hematlria e pidria.
Tipicamente, a Escherichia coli nefropatogénica produz hemolisina (*>19),

Quanto aos antibidticos que foram testados para calcular a
resisténcia/sensibilidade da bactéria Staphylococcus aureus, observou-se
que 80% delas mostrou-se sensivel a penicilina; j@ em relacdo a
ciprofloxacina, 75% se mostrou sensivel ao mesmo; quanto ao imipenem
63% mostrou-se resistente a este antibidtico; 50% mostrou-se sensivel a

cefalotina.



Grafico 2- Perfil da resisténcia e sensibilidade das cepas de microrganismos Staphylococus Aureus,
isolada das amostras de hortalicas coletas de Escolas Municipais de uma Cidade do Agreste

Pernambucano.
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Esta bactéria habita com frequéncia a nasofaringe do ser humano, a
partir da qual pode facilmente contaminar as maos do homem e penetrar
no alimento, causando a intoxicacdo alimentar estafilocécica (17

Para as hortalicas que houve o crescimento da bactéria Klebsiella
pneumoniae, de todos os antibidticos testados para que fosse possivel
tracar o perfil de resisténcia/sensibilidade da mesma, observou-se que
apenas a penicilina obteve uma acao 100% de sensibilidade; quanto a
cefazolina 88% da Klebsiella apresentou sensibilidade ao mesmo; ja o
antibiotico gentamicina conseguiu sensibilizar 75%; quanto ao antibidtico
norfloxacina 63% mostrou-se resistente ao mesmo; enquanto o

antibiético meropenem obteve 50% de sensibilidade. (Grafico 3)
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Grafico 3 - Perfil da resisténcia e sensibilidade das cepas de microrganismos Klebisiella
pneumoniae, isolada das amostras de hortalicas coletas de Escolas Municipais de uma Cidade do

Agreste Pernambucano.

100%
90%
80%
70%
60%

M Resistente

50%

= Sensivel

40%

30%

20%

10%

0% - T T T . .
Penicilina Cefazolina Gentamicina Norfloxacina Meropenem

A Klebsiella pneumoniae é um bacilo gram-negativo que faz parte da
flora intestinal normal, e sua viruléncia esta associada a presenca de uma
capsula polissacaridica, sistema de captacdo de ferro, fenétipo mucdide e
lipopolissarideo toxico. Podem sobreviver por muito tempo na pele e em
ambientes secos, como superficies hospitalares. Segundo dados de
programas internacionais de vigilancia no Brasil, a prevaléncia de
isolamento de Klebsiella pneumoniae produtoras de Beta-lactamases de
espectro estendido (ESBL do termo em inglés: extended-spectrum B-
lactamase) é de aproximadamente 50%. Esta espécie € um importante
patdgeno hospitalar, com potencial para causar morbidade e mortalidade
severa. E um oportunista isolado predominantemente de individuos
hospitalizados, imunodeprimidos e que possuem doencas de base como

diabetes mellitus ou obstrucdo pulmonar crénica (),
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4 CONCLUSOES

Ficou comprovada a presenca de microrganismos patdgenos
oportunistas, sendo necessario fazer uma higienizacao mais rigorosa, para
que assim possa diminuir os niveis de contaminagao microbioldgica. A
contaminacao cruzada pela disseminacao bacteriana pode acarretar

doencas para as criancas e adolescentes que fazem uso dessas merendas.

Evidencia-se a necessidade de orientacdo dos funciondrios que
manipulam os alimentos, quanto aos processos de higienizagcao que

devem ser adotados.

Devem ser implantadas medidas educativas e preventivas para que
diminuam o0s ricos paras as criancas e adolescentes, orientando os

manipuladores, quanto a formas de higienizacao adequada.
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