PESQUISA

MONITORAMENTO MICROBIOLOGICO RAPIDO E CONDICOES
HIGIENICAS DE MANIPULADORES DE UMA INDUSTRIA DE
ALIMENTOS

ABATI, Marines’; GELINSK]I, Jane Mary Lafayette Neves™; BARATTO, César Milton™*

Resumo

Os microrganismos estdo presentes na dgua, ar, solo, em plantas, animais e alimentos. Assim,
qualquer produto alimenticio, tanto industrializado quanto “in natura”, pode ser contaminado
por microrganismos pelas suas mais variadas formas, principalmente quando as boas praticas de
higiene nao sdao observadas. O objetivo da pesquisa foi aplicar um método rapido de monitoramento
microbiol6gico na avaliagao de dois desinfetantes: dlcool 70% e biguanida a 0,5%, utilizados como parte
dabarreira sanitaria de uma industria de alimentos. A partir das superficies de maos dos colaboradores
foram coletadas amostras por meio de cartdes Petrifim™. As coletas foram realizadas apds a lavagem
e o uso de um dos desinfetantes: alcool 70% ou biguanida a 0,5%. A avaliagao foi realizada com base
feita por meio do diagndstico das condi¢des higiénico-sanitarias do estabelecimento e de seus padroes
e procedimentos operacionais em que foram estabelecidos vinte pontos amostrais por seis meses
consecutivos e realizadas coletas e analises microbiolégicas com placas Petrifilm™ nas maos dos
colaboradores. Cento e seis amostras foram coletadas para a determinagdo da quantidade total de UFC/
cm? de aerdbios mesofilos e de 12 amostras para avaliacdo da presenca de enterobactérias. A média
de microrganismos aerébios mesofilos apds o uso do dlcool 70% e da biaguanida 0,5% foi de 5,08 e
5,87 UFC/cm?, respectivamente, mostrando uma alta variabilidade em ambos os grupos com desvios-

padrdo maiores que a média e coeficientes de variagdo superiores a 100%. Nao havendo diferencas no
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numero médio de microrganismos apds o uso de qualquer um dos desinfetantes, concluiu-se que o
uso de Petrifilm™ é uma forma rapida de se fazer o monitoramento microbiol6gico de manipuladores.
Quanto ao uso de desinfetantes é preciso que haja padronizagdo. A auséncia de enterobactérias sugere
que os desinfetantes testados foram eficientes na manutengao das condigdes sanitarias adequadas para
manipuladores de alimentos.

Palavras-chaves: Método Petrifilm™. Manipuladores. Barreira sanitaria. Desinfetantes.

Rapid monitoring and hygiene conditions of handlers in a food industry

Abstract

Microorganisms are present in water, air, soil, plants, animals and foods. Thus, any cool or processed food
products can be contaminated by various forms of microorganisms, especially when good hygiene practices
are not observed. This research evaluated the microbiota in the hands of employees after hand washing and
use of one of disinfectants: alcohol 70% and 0,5% biguanide. This assessment was base on the diagnosis of
sanitary and hygienic conditions in the establishment of standards and operating procedures of hygiene-
SSOP. Were established twenty points samples for six consecutive months. Each sample was obtained directly
on the surface of the manipulators’ hands by using Petrifilm™ plates (cards) to Total Plate Count for
aerobic mesophilic, and presence of Enterobacteriaceae. Thus, one hundred and six samples were collected
to determine the total amount of aerobic mesophilic (CFU/cm2) and 12 samples were used to assess the
presence of Enterobacteriaceae. The average aerobic mesophilic microorganisms after using alcohol 70%,
and 0,5% biguanide was 5.08 and 5.87 CFU/cm2, respectively and showed a high variability in both groups
with standard deviations greater than the average coefficient of variation exceeding 100%. No differences
were found in the average number of microorganisms after using any kind of disinfectants. We concluded
that Petrifilm™ is a quick way to achieve the microbiological monitoring of food handlers, but the use of
disinfectants should be standardized. The absence of Enterobacteriaceae suggests that the disinfectants were
effective in maintaining sanitary conditions suitable for those food handlers.

Keywords: Petrifilm™ method. Handlers. Sanitary barrier. Disinfectants.
1 INTRODUCAO

Qualquer manipulador de alimentos, ainda que seja saudavel, pode contamina-los com
microrganismos causadores de doengas a quem consome estes alimentos. A Organizagdo Mundial
de Saude (OMS, 1989) considera o manipulador como o principal responsavel por veicular
microrganismos durante a produgdo de alimentos em larga escala.

A utilizacao de antimicrobianos nas formulagdes de sanitizantes e desinfetantes contribuem
para a manutenc¢do dos niveis de higienizagdo. Tais produtos, quando usados como parte de um
programa de higiene e sanitiza¢ao, alinhados com os principios da analise de perigos e pontos criticos
de controle, ajudam a manter os microrganismos patogénicos sob controle. Estes antimicrobianos

Evidéncia, Joagaba v. 12 n. 2, p. 187-196, julho/dezembro 2012



Monitoramento microbioldgico rapido e condi¢des higiénicas...

sao particularmente importantes em ambientes de alto risco de contamina¢ao, como as industrias de
processamento de alimentos (LEITAO, 1984; MACEDO, 2000).

Nos tltimos anos, a necessidade de um antimicrobiano efetivo para ser utilizado na industria
de alimentos tem sido importante e extensivamente estudado. O aparecimento de normas e critérios
de controles mais rigidos tem levado a industria a utilizar produtos sanitizantes e desinfetantes de alto
desempenho, fazendo que os profissionais envolvidos no controle microbioldgico sejam capazes de
responder rapida e efetivamente as novas necessidades de suas aplicagdes. Atenta, ainda, para o uso de
um antimicrobiano de amplo espectro de agdo com baixa toxicidade para o homem e o meio ambiente,
além de atender as Legislagdes vigentes em diferentes partes do mundo globalizado e a seguranga do
alimento (HAZELWOOD; McLEAN, 1998; MACEDO, 2000; CONTRERAS et al., 2003).

Os alcoois etilicos e isopropilicos sdo considerados desinfetantes de nivel intermediario,
empregados tanto em superficies e instrumentos quanto na pele, como anti-séptico (BRASIL, 1998). O
efeito do alcool é a desnaturagao de proteinas e a dissolugao de gorduras, o que possibilita a atividade
antimicrobiana. As solug¢des de dlcool tém sua a¢do imediata, com praticamente nenhuma agéo
residual (VENTURELLI, 2009). O uso do élcool 70% é um método de desinfec¢ao bastante popular,
por ser um processo simples, relativamente rapido e de baixo custo para se realizar a destruicao de
microrganismos. No entanto, o uso acaba sendo, muitas vezes, superestimado, provavelmente em
razdo da sua facilidade de manuseio (VENTURELLI, 2009).

Abiguanida(CloridratodePolihexametileno Biguanida, PHMB)éutilizadacomoantimicrobiano
em decorréncia do seu amplo espectro de atuagdo no controle de microrganismos patogénicos, como,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, bem como endosporos de bactérias
termorresistentes (Bacillus sp.), virus e outros microrganismos resistentes a antibiéticos, ainda que em
condigdes adversas como a presenca de matéria organica e dgua dura. Seu amplo espectro de agdo na
presenca de matéria organica (leite, sangue, albumina, etc.) aliado a baixa toxicidade em mamiferos,
baixa corrosividade e formagao de espuma propicia a biguanida, uma melhor relagdo custo-beneficio
quando comparada aos tradicionais desinfetantes a base de quaternario de amoénio (FRANZIN, 2004).

Os microrganismos estao presentes em todo o ambiente de convivio natural do homem (agua,
ar, solo), no préprio homem e em todos os seres vivos (plantas e animais), fontes de alimentos. Dessa
forma, qualquer produto alimenticio industrializado ou in natura, pode ser contaminado por diversas
espécies de microrganismo, inclusive os patéogenos (GERMANO; GERMANO, 2001). As maos sdo o
principal meio de transporte de microrganismos, assim como as superficies, os utensilios e as roupas.
A contaminagao cruzada transfere os microrganismos dos alimentos crus para os cozidos, por isso, a
importancia da higiene pessoal na manipulagao de alimentos (HOBBS; ROBERTS, 1992).

Esta pesquisa teve como objetivo utilizar um método rapido de monitoramento microbiolégico
na avaliacdo de dois desinfetantes: dlcool 70% e biguanida a 0,5%, utilizados como parte da barreira
sanitaria de uma industria de alimentos.

2 METODOLOGIA

Asamostras foram coletadas em uma industria de alimentos apds os manipuladores passarem
pela barreira sanitaria, com o uso de dois desinfetantes (alcool 70% e biguanida 0,5%). Foram avaliados
vinte pontos amostrais por coleta em um periodo de seis meses consecutivos. A coleta para a analise
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microbiologica foi realizada com uso de placas (cardes) de Petrifilm™ (3M Company) apds desinfecgao
das maos pelos manipulares, conforme descrito a seguir.

Como rotina didria os manipuladores, ao chegarem a fabrica, efetuavam lavagem das botas
com escova e sabao neutro, seguindo-se de enxague. Em seguida, direcionavam-se até a pia de lavagem
para lavarem as maos (entre os dedos, na parte superior e inferior) com detergente neutro, enxague e
em agua corrente. Ap0s a lavagem, submeteiam as maos durante 3 segundos a desinfeccdo no interior
de uma capela com acionamento de pedal por sistema de pressao. O desinfetante atuava sobre a mao
dos manipuladores em forma de vapor. Apos desinfeccdo (desinfetante 1 ou 2) os manipuladores
utilizavam papel toalha para secar as maos.

A coleta das amostras nas superficies das maos dos manipuladores de alimentos foi realizada
noinicio do turno de produgao de uma fabrica de embutidos da regidao do Meio-Oeste de Santa Catarina.
A coleta foi realizada durante o periodo de setembro de 2009 a fevereiro de 2010; constituindo-se
em uma coleta mensal por meio da técnica de superficie, utilizando-se Petrifilm™ (3M Company).
Em cada coleta, foram amostrados 20 manipuladores, que realizavam um trabalho de manipula¢ao
direta com o processamento de carnes in natura congeladas e resfriadas de suinos, bovinos e aves.
Realizavam, também, processos de embutimento, cozimento, embalagem e estocagem dos produtos.

A forma de obten¢do e tratamento dos dados de arquivo desta pesquisa foi submetida
a apreciagdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade do Oeste de Santa Catarina,
recebendo aprovagio de n.017591129.00005367.

2.1 MATERIAL

a) Placas (cartdes) de Petrifilm™ contendo meio de cultura para a anélise de Enterobactérias;
b)solucao de dgua peptonada 0,1% (Oxoid, Inglaterra);

¢) desinfetantes: dlcoola 70% (1.1) e biguanida (Cloridrato de Polihexametileno Biguanida, (PHMB) a0,5% (n. 2);
d)difusor plastico;

e) estufa incubadora (35 °C+ 1 °C) com termdmetro calibrado.

2.2 METODO

Foi realizada conforme método Petrifim™ com pequenas modificagdes:

2.2.1 Método do Petrifilm™

a) Apoés as coletas de amostras de superficie das maos com Petrifilm™, estas foram
transportadas sob refrigeracdo até o laboratorio de analises. Em seguida, cada placa de
Petrifilm foi posta processada em condi¢des de assepsia, utilizando-se capela de fluxo
laminar com base em metodologia oficial da Association of Official Analytical Chemists
(AOAC) (KORNACKTI; JOHNSON, 2001).

b) Levantou-se o filme superior das placas de Petrifilm e adicionou-se ao centro da placa no
cartao inferior 1 ml de agua estéril.
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c) Abaixou-se o filme superior sobre a preparacgdo e, em seguida, o difusor foi pressionado
levemente sobre a drea, cuidando para nao ser arrastado sobre o filme;

d) Removeu-se o difusor e aguardou-se 30 minutos para que ocorresse a formagao de gel do
meio de cultura;

e) Antes da disponibilizacao das placas para a coleta, estas foram checadas para averiguar se
ndo ocorreu alguma contaminagao. Esse controle de qualidade foi realizado, incubando-
se as placas na posi¢ao horizontal a 35 °C (+ 1 °C) por 24h.

2.3 CONTAGEM E EXPRESSAO DOS RESULTADOS

As colOnias foram visualizadas e enumeradas em contador de colonias (Quimis, Sao Paulo), com
area de crescimento circular de aproximadamente 20 cm? para contagem total de mesofilos e enterobactérias.

Contagem de Aeroébios: foram contadas todas as colonias vermelhas independente do
tamanho ou intensidade de cor;

Contagem de Enterobactérias: foram contadas as colénias com as seguintes caracteristicas:

Colonias vermelhas com gas associado;

Colonias vermelhas com halo amarelo e sem gas associado;

Colonias vermelhas com gas associado e com halo amarelo.

A contagem de UFC/cm® foi realizada considerando as diferentes situagdes que poderiam
surgir como:

Para placas com 1 a 100 colonias: contagem de todas coldnias que se desenvolveram, dividindo
o resultado pela area da placa, neste caso uma area de 20 cm?

Para placas com mais de 100 colonias: média da contagem de 4 quadrantes de 1 cm®> e
expressando o resultado como UFC/cm?.

Para placas com mais de 100 colonias por cm* contagem em 1 cm® e expressando-se o
resultado como >100UFC/ cm®.

Para altas concentragdes de coldnias nas placas de contagem total de aerébios, normalmente
toda area de crescimento fica vermelha ou rosa, e nas placas para enterobactérias, a drea fica amarelada,
ou ndo ha colonias visiveis por excesso de agrupamento. Nesses casos, a contagem deve ser considerada
como 100 UFC/cm®.

Placas com espalhamento:

Quando ocorre espalhamento somente devem ser avaliadas as placas em que nenhuma zona
de espalhamento seja superior a 25% da area da placa e se a area de espalhamento total nao é superior
a 50% da placa.

Quando o espalhamento é resultado da hidrolise do gel, durante a incubagédo da placa, o que
¢ visualizado com o desenvolvimento de zonas liquidas, deve-se contar o nimero de colonias por
centimetro quadrado nas zonas em que nao ocorreu hidrdlise do gel. Faz-se a média aritmética e se
expressa como UFC/ cm®.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos durante o monitoramento realizado de setembro de 2009 a fevereiro de
2010 sao apresentados nas Tabelas 1 e 2.

Na Tabela 1 verifica-se o monitoramento realizado apds o uso do desinfetante biguanida.
De acordo com a Resolugdo n. 211 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (BRASIL, 1999)
desinfetantes como o PHMB podem ser utilizados na desinfeccdo de equipamentos, pisos, paredes
em sistemas abertos ou CIP (Clean-In-Place), por meio de aplicagdo manual, imersao ou recirculagao,
seguida de enxdgue com agua potavel.

De acordo com Imperial Chemical Industries (ICI, 1986 apud SANTOS; FERNANDES, 2010) a
acdo da biguanida ocorre pela ligacdo do composto a superficie bacteriana com ruptura da parede celular e,
posteriormente, da ruptura da membrana plasmatica e perda de ions e macromoléculas. Pelos dados da Tabela
1, pode-se considerar que o desinfetante biguanida teve agdo na desinfec¢ao das maos de manipuladores. Na
coleta “A” podem-se identificar apenas trés amostras (manipuladores) com contagens acima de 20 UFC/cm?,
jana coleta “B” os valores foram semelhantes, embora com contaminagdo menor (abaixo de 20) em relagdo
a coleta “A” Na coleta “C,” apenas duas maos de manipuladores tiveram resultado acima de 10 UFC/cm? Nas
trés coletas realizadas, a média de bactérias por cm? teve uma varia¢ao proxima a oito bactérias por cm?, nao
houve grande varia¢do de uma coleta para outra, porém, nas trés amostragens realizadas, os individuos nao
foram repetidos. Estes resultados apontam que a biguanida tem poder desinfetante, mas se a lavagem do
manipulador ndo for feita corretamente o desinfetante nao consegue ter sua agdo garantida.

Tabela 1 - Coleta microbiolégica de manipuladores com o uso de desinfetante biguanida 0,5% em uma industria de
alimentos no Meio-Oeste catarinense com o sistema Petrifilm”

Manipulador Coleta A (UFC/cm?) (I(J:;lCC;:ni) Coleta C (UFC/cm?)
01 02 14 00
02 22 03 01
03 02 07 01
04 03 02 02
05 01 01 01
06 01 02 02
07 27 18 03
08 01 01 08
09 02 02 01
10 02 04 02
11 01 09 02
12 04 02 03
13 21 17 03
14 04 12 00
15 03 10 09
16 01 01 02
17 02 08 16
(Enterobactérias) 00 00 00
(Enterobactérias) 00 00 00

Legenda: Coleta A: realizada em setembro de 2009; Coleta B: realizada em outubro de 2009; Coleta C: realizada em novembro de 2009.
Fonte:os autores.
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A Tabela 2 expde o monitoramento microbioldgico das maos de funcionarios realizado com
o desinfetante dlcool 70%.

Tabela 2 - Avaliacdo microbioldgica de manipuladores em uma industria de alimentos no Meio-Oeste catarinense apds o
desinfetante dlcool 70% usando sistema Petrifilm 3M

Manipulador Coleta D (UFC/cm?) COle(t:?nE)(UFC/ Coleta F (UFC/cm?)
01 04 00 18
02 08 01 13
03 01 00 03
04 01 01 03
05 01 00 17
06 05 00 17
07 17 01 12
08 01 01 05
09 05 00 03
10 17 01 10
11 01 00 12
12 01 00 00
13 17 00 15
14 07 00 04
15 12 00 12
16 06 00 06
17 02 00 03
(Enterobactérias) 0 0 0
(Enterobactérias) 0 0 0

Legenda: Coleta D: realizada em dezembro de 2009; Coleta E: realizada em janeiro de 2010; Coleta F: realizada em fevereiro de 2010.
Fonte: os autores.

Neste monitoramento, pode-se observar na coleta “D” quatro maos de manipuladores com
mais de 10 UFC/cm? na coleta “E” o nivel de contaminagdo microbioldgica dos manipuladores
foi baixo; ja na coleta “F” houve o maior e o pior indice de contaminagdo de maos (8 maos). Nas
trés amostragens (coletas D, E, e F) realizadas, pode-se observar que a média de bactérias por cm?
teve grande variagdo de uma amostragem para outra, demonstrando que alguns fatores podem
ter contribuido para estas variagdes, uma vez que nas trés amostragens os individuos nao foram
repetidos para as trés coletas. Alguns fatores podem contribuir para a elevada contaminagéo, entre
eles, ma higienizacao e desinfec¢ao dos manipuladores durante a passagem pela barreira sanitaria,
ma regulagem do aspersor de alcool na barreira e erro de diluigdo do detergente neutro e do alcool
70%. Este ultimo tem sua atividade antimicrobiana condicionada a sua concentragdo em peso ou
em volume em relagdo a agua, que deve ser de 70% (P/P) ou 77% (V/V), respectivamente, para que
possa penetrar no interior da célula em que ira desnaturar proteinas, fato que nao ocorre quando se
utiliza o alcool acima ou abaixo da concentragdo ideal. Pode-se citar como vantagens da desinfec¢ao
com o alcool 70%: bactericida de ag¢do rapida; irritante leve; baixo custo; ndo tdéxico; incolor e nao
deixar residuos. Como desvantagens, consideram-se as seguintes caracteristicas: ndo ¢ esporicida;
tem atividade diminuida na presenca de matéria orgénica; danifica material de plastico, borracha ou
acrilico; evapora rapidamente, com diminui¢ao da atividade antimicrobiana, ndo tem agao residual e
é um desinfetante de nivel intermediario (VENTURELI, 2009).

A Tabela 3 e 0 Grafico 1 mostram que o numero médio de microrganismos totais (aerobios) nao
¢ muito diferente para os produtos biguanida 0,5% e alcool 70% (A=5,87 e B=5,08, respectivamente)
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e ha, ainda, uma alta variabilidade em ambos os grupos com desvios-padrdao maiores que a média
(7,33 € 5,95, nesta ordem) e coeficientes de variagdo superiores a 100%. Ainda no Grafico 1 também
¢ possivel notar quatro observagdes discrepantes ou aberrantes (representados por asteriscos) de
microrganismos no produto A e uma assimetria a direita (alguns valores extremos puxando a média
dos grupos para cima) nas distribui¢des de microrganismos para ambos os produtos.

A familia Enterobacteriaceae inclui os microrganismos anaerdbios facultativos, bacilos Gram-
negativos, que fermentam glicose a acido e sdo oxidase-negativos, geralmente catalase-positivos, normalmente
reduzem nitrato e sao méveis por flagelos peritriquios ou imdveis. Os géneros mais comuns causadores de
doengas transmitidas por alimentos, sdo Escherichia coli, Salmonella, Shigella, e Yersinia. As enterobactérias
foram utilizadas por anos na Europa como indicadores de qualidade dos alimentos e indices de seguranga
alimentar (KORNACHTI; JOHNSON, 2001). No monitoramento das 12 coletas de enterobactérias nao foi
detectada a presenca desses microrganismos nos manipuladores com o uso do produto A ou do produto B.
Isso indica que ambos os desinfetantes (biguanida 0,5% e alcool 70%) foram eficazes na eliminagéo destes ou
que se eles estavam presentes, o processo de lavagem das maos foi suficiente para a sua eliminagao.

Tabela 3 - Medidas descritivas para microrganismos ap6s uso dos desinfetantes biaguanida 0,5% (A) ou alcool 70% (B)

Produto Média Mediana Desvio padrao Coef. variacao n.
A 5,87 2,00 7,33 124,9% 53
B 5,08 3,00 5,95 117,3% 53

Fonte: os autores.

Grifico 1 - Boxplot de Microrganismos por produto: A (Biguanida 0,5%) e B
(Alcool 70%)

354

**

Produto
Fonte: os autores.

A prética de lavagem de maos proporciona maior seguranca em relagdo a contaminagao
dos alimentos, ja que o manipulador é o principal agente disseminador de microrganismos sobre
os alimentos (GERMANO, 2003). Para os resultados acima de 100 UFC/cm? (duas méos), pode-se
considerar que as pessoas que manipulam os alimentos nem sempre sao instruidas quanto ao risco
de contaminagao destes, relacionado principalmente com a falta de boas praticas de higiene. Muitos
erros sdo cometidos por desinformagoes e falta de aten¢do dos manipuladores.
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4 CONCLUSAO

Nos monitoramentos realizados durante os meses de estudo, pode-se observar que
os desinfetantes utilizados (biguanida a 0,5% e dlcool a 70%) apresentam poder desinfetante,
principalmente se aliados a técnica de lavagem das maos com detergente neutro e uma boa esfregacao.
Nas analises realizadas, apenas em uma coleta o resultado foi totalmente satisfatério (contaminagao
maxima de 10 UFC/cm?).

A falta de esclarecimento entre as pessoas que trabalham com alimentos contribui de
forma significativa para a sua contaminagéo e fica clara a necessidade de treinamento constante aos
trabalhadores que os manipulam. Somente mediante eficazes e permanentes programas de treinamento
e conscientizagdo dos manipuladores é que se conseguira produzir e oferecer alimentos seguros e com
propriedades nutricionais que satisfagam cada vez mais o consumidor.

Verificou-se aqui que o uso de métodos praticos como as placas Petrifilm™ sdo importantes
no monitoramento rapido e eficaz na induastria de alimentos. Tais resultados rdpidos permitem
a tomada adequada de decisoes, visando a garantia da qualidade higiénica dos manipuladores e,
consequentemente, dos produtos.
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