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RESUMO

PEDRO, R.C. Patégenos veiculados por alimentos em eventos de massa. 107 f.
Dissertacédo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2023.

Este estudo surgiu diante da necessidade de identificar os microrganismos
patogénicos, e relaciona-los com a seguranca dos alimentos comercializados em
eventos de massa. Para tal problematica, foi coletado uma série de alimentos
consumidos em diferentes eventos de massa e, em periodos diferentes de coleta.
Neste caso, buscou-se identificar a presenca de Salmonella spp., Listeria spp.,
Campylobacter spp. e Vibrio spp. e correlacionar a presenga do patdogeno e o tempo
de exposicdo do alimento ao consumo. Também foram analisados quanto a
sensibilidade dos microrganismos encontrados nas amostras aos antimicrobianos
convencionais. Das 188 amostras analisadas, 29 (15,4%) foram positivas para Listeria
spp., sendo que os fornecedores que ndo estavam em conformidade com a seguranca
dos alimentos possuem os maiores indices de contaminagdo. Os principais alimentos
contaminados incluiram produtos a base de carne bovina, seguido de pescados. Das
amostras contaminadas, 15 delas foram positivas para Listeria monocytogenes
(561,5%), seguida por Listeria innocua (44,8%), Listeria. welshimeri (13,8%) e L.
seeligeri (6,9%). Considerando o horario de coleta, foi observado que 46,7% das
amostras contaminadas com Listeria monocytogenes foram obtidas no final dos
respectivos eventos. Conclui-se que a implementagao das boas praticas de higiene e
manipulacdo de alimentos desempenha um papel fundamental na redugdo da
contaminagdo e ocorréncia de patdgenos nos alimentos em geral, incluindo-se

aqueles comercializados em eventos de massa.

Palavras-chave: seguranca dos alimentos. eventos de massa. Listeria spp.



ABSTRACT

PEDRO, R.C. Foodborne pathogens at mass event. 107 f. Dissertation (Master of
Science) — Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science, University of Sao
Paulo, S&o Paulo, 2023.

This present study arose due to the necessity to identify pathogenic microorganisms
and relate them to the safety of foods sold at mass events. For this problem, a series
of foods consumed in different mass events and at different collection periods were
collected. In this case, we sought to identify the presence of Salmonella spp., Listeria
spp., Campylobacter spp. and Vibrio spp. and correlate the presence of the pathogen
and the time of exposure of the food to consumption. They were also analyzed for the
sensitivity of the microorganisms found in the samples to conventional antimicrobials.
Of the 188 samples analyzed, 29 (15.4%) were positive for Listeria spp., with suppliers
that were not in compliance with food safety having the highest contamination rates.
The main contaminated foods included beef products, followed by fish. Of the
contaminated samples, 15 of them were positive for Listeria monocytogenes (51.5%),
followed by Listeria innocua (44.8%), Listeria. welshimeri (13.8%) and L. seeligeri
(6.9%). Considering the collection time, it was observed that 46.7% of samples
contaminated with Listeria monocytogenes were obtained at the end of the respective
events. It is concluded that the implementation of significant hygiene control and food
handling practices plays a crucial role in reducing contamination and the occurrence

of pathogens in foods in general, including those sold at mass events.

Keywords: food safety. mass events. Listeria spp.
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1 INTRODUGAO

Os alimentos passam por diversas etapas até chegar ao consumidor final,
incluindo o recebimento e armazenamento da matéria prima, pré-preparo e preparo,
bem como os processos de acondicionamento, embalagem, distribuigao e posterior
venda para o consumo. Em cada uma destas etapas, a qual o alimento é submetido
a manipulagdes, ha possibilidades de contaminagdes por inumeros agentes, sejam
eles quimicos, fisicos e biologicos. Neste ultimo caso, as contaminagdes por
microrganismos patogénicos compreendem um problema de saude publica. Tais
contaminagdes bioldgicas podem levar a inUmeras sindromes gastrointestinais,
doencas severas e até mesmo a morte, além de ser um potencial promotor de surtos

na populagéao e prejuizos financeiros incalculaveis.

A Seguranca dos Alimentos - SA deve transpor os limites das grandes
empresas e fornecedores de alimentos e, portanto, esta relacionada ao cotidiano da
sociedade. Desde a primeira refei¢cao do dia, até o alimento consumido em um evento,
todo o processo de producido e manipulacdo necessita estar sob a 6tica das normas
e padrdes regidos pela SA. Assim, a populagao necessita ter a garantia de consumir
alimentos nutritivos e seguros em todas as ocasides, principalmente em situagdes de
maiores riscos a seguranga dos alimentos, como nos eventos de massa. Estudos
indicam que estes eventos sao ambientes suscetiveis a Doencgas Veiculadas por
Alimentos - DVA, pois envolvem aglomeragédo de pessoas e consumo de alimentos,
que muitas vezes s&o produzidos no local e ndo atendem aos critérios de seguranca

estabelecidos pelas leis e normas sanitarias.

Portanto, estudar o processo de producdo e manipulacdo de alimentos
envolvidos em um evento de massa faz com que milhares de pessoas, todos os anos,
nao sejam vitimas de doengas ou sindromes relacionadas a patdgenos veiculados por
alimentos. Ent&o, se faz necessario estudos que correlacionam a SA e as medidas de
prevencao de surtos a estes eventos. Nesse contexto, o presente estudo se propds a
verificar a condigdo microbiolégica de amostras de alimentos consumidos em eventos
de massa a fim de identificar a presenga de Salmonella spp. Campylobacter spp.
Vibrio spp. e Listeria spp. e correlacionar o tempo de exposicdo dos alimentos
comercializados nestes eventos e a presenca de microrganismos patogénicos.

Também foi alvo deste estudo analisar a sensibilidade dos microrganismos



20

encontrados nas amostras a antimicrobianos convencionalmente utilizados em

tratamentos a infecgoes.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CONCEITOS GERAIS EM SEGURANCA DOS ALIMENTOS - SA

O ato de comer mudou ao longo da histéria natural do ser humano e o que se
apresenta hoje é o reflexo de um longo desenvolvimento de métodos de preparo de
alimentos. Portanto, o que antes era apenas um ato necessario para atender as
necessidades fisioldgicas, passou a ter outros significados, prazeres, desejos,
socializagao, entre outros (WARDE, 2016; NEUMAN, 2019). Ao longo do tempo, as
mudancgas de habitos das pessoas fizeram com que o ato de comer tivesse influéncias
do ponto de vista cultural, nutricional e econémico (CALLONI, 2013; WARDE, 2016).

Assim, a base essencial para qualquer sociedade atual e fundamental para o
desenvolvimento sustentavel é justamente a oferta de um alimento seguro a todos
(PRICE, 2020). Portanto, a Seguranga Alimentar € a garantia de que todas as
pessoas, em qualquer momento, tenham acesso tanto financeiro quanto fisico para
adquirirem alimentos seguros e suficientemente nutritivos, atendendo as
necessidades dietéticas e de preferéncia alimentar (FAO, 1996). A Agenda da Unido
Europeia “Food 2030” considerou a Seguranga Alimentar (Food Security) como parte
fundamental de um sistema alimentar, impulsionado pela nutri¢ao, clima, circularidade
e inovagao (EUROPEAN COMMISSION, 2016).

De muitas maneiras, a seguranga alimentar também pode ser considerada
importante no desenvolvimento de um programa de SA desde a produgdo a campo
até o garfo dos consumidores (FAO, 2019). Nesse sentido, tanto governos quanto as
empresas € a propria sociedade tém colocado em pauta essa tematica, garantindo
que as empresas sigam em conformidade com os principios da SA (ESCANCIANO e
SANTOS-VIJANDE, 2014; BAR e ZHENG, 2019).

Na década de 1990, a interpretagdo nacional era diferente do sentido original
de “Food Security" justamente pela tentativa de se construir uma visdo completa de
seguranga alimentar, a qual sustenta a viabilizacdo do acesso aos alimentos,

preferéncias individuais, questdes nutricionais e inocuidade dos alimentos (MALUF,
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1995). O conceito de “Seguranca dos Alimentos” ou “Food Safety” se refere a garantia
de que o alimento ndo causara um efeito adverso a saude do consumidor quando
consumido, enquanto o termo “Seguranga Alimentar” ou “Food Security”, relaciona-se
a disponibilidade e acessibilidade de alimentos e capacidade dos individuos em

acessa-lo para suprir necessidades nutricionais basicas (ISO, 2018).

A SA ganhou maiores proporgdes ao longo do tempo e hoje esta associada a
uma diversidade de setores alimenticios, politicos e da sociedade. Na Unido Europeia,
ha uma expectativa da sociedade em relagdo a seguranca e qualidade alimentar,
producao sustentavel de padrdes de bem-estar-animal e meio-ambiente (EUROPEAN
COMMISSION, 2017). Justamente porque a SA lida com a protec¢ao de toda a cadeia
de abastecimento alimentar, além de controlar o crescimento ou sobrevivéncia de
agentes quimicos e microbianos perigosos (UYTTENDAELE UYTTENDAELE,
FRANZ e SCHLUTER, 2016; RODOVANOVIC, et al., 2011).

A SA vem ganhando um foco diferente na atualidade, demonstrando que os
alimentos precisam ser além de nutritivos, mas também seguros (SANCHEZ et al.,
2020). A SA é uma questao importante que afeta todas as pessoas do mundo e as
pessoas estao valorizando cada vez mais a produgao de alimentos seguros e com
beneficios ambientais (GIZAW, 2019). Uma pesquisa envolvendo varios paises da
Unido Europeia demonstrou que a SA é considerada tdo importante quanto outros
fatores como a origem do produto, o custo e sabor dos alimentos na tomada de
decisdo de compra do consumidor (EFSA, 2019). Os custos financeiros totais
associados a SA, controle de microrganismos patogénicos e consequéncias de surtos
nos Estados Unidos podem chegar a US$ 51 bilhdes por ano (SCHARFF, 2015).

Com o aumento populacional e a crescente demanda por alimentos, as DVA se
tornam um problema importante. Com a necessidade de uma producgéo de alimentos
em larga escala, a falta de fiscalizagao, controle de qualidade e consumo de comida
de rua favorecem a rapida disseminagao de novos patogenos e DVA (FINGER et al.,
2019; DRAEGER et al., 2019). Portanto a cadeia de abastecimento de alimentos tem
sido desafiada por varios incidentes que se relacionam a SA (AUNG e CHANG, 2014).

Ameacgas a SA ocorrem de diversas formas e vias, a partir da ocorréncia de
residuos de substancias quimicas, bactérias zoonoéticas, virus, parasitas ou ainda

perigos fisicos (MU et al., 2021). Porém, embora tenha um considerado avango nas
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questdes que envolvem a SA nos paises desenvolvidos, ha uma pujante necessidade
de melhorias nos paises em desenvolvimento, sendo necessario adotar medidas de
intervencdo para mitigar patdogenos transmitidos por alimentos e conter surtos de
doencgas (OLAYNA et al., 2017). Devido as condi¢gbes sanitarias inapropriadas e a falta
de regulamentacdo rigorosa de seguranca dos alimentos, podem levar ao
aparecimento de surtos de doencas entéricas, por Escherichia coli produtora de toxina
Shiga e doencgas induzidas por protozoarios (HAVELAAR et al., 2015). De acordo com
uma estimativa da Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 2019), cerca de 1 em cada
10 pessoas no mundo adoecem todos os anos devido ao consumo de alimentos

contaminados, aproximadamente 600 milhdes de pessoas/ano (OMS, 2019).

Patégenos veiculados por alimentos e surtos associados a estes, podem
ocorrer com frequéncia e representam danos significativos a saude do consumidor em
todo o mundo, resultando em morbidade, mortalidade e perdas financeiras
(HAVELAAR et al.,, 2015; OMS, 2013). Além de fatores ndo bioldgicos, virus,
parasitas, bactérias e as suas toxinas podem causar mais de 250 tipos de doencas
transmitidas por alimentos (OMS, 2020; BINTSIS, 2017; BRASIL, 2022). Em geral, as
doengas causadas por microrganismos patogénicos estao associadas a sindromes e
disfungdes entéricas, promovendo vomitos, célicas estomacais, diarreia e nausea,
podendo levar até a morte em alguns casos (Centers for Disease Control and
Prevention, 2020), mas nao se limitam a elas, podendo afetar outros 6rgaos como
rins, figado e sistema nervoso central (BRASIL, 2022). As doengas diarreicas afetam
mais de 90% dos pacientes acometidos por microrganismos transmitidos por
alimentos, sendo que 230.000 mortes sdo estimadas por ano (OMS, 2015; OMS,
2020).

Em caso da ocorréncia de dois ou mais casos de doengas semelhantes
resultantes da ingestdo de um alimento em comum pode caracterizar como um surto
(CDC, 2022; DEWEY-MATTIA, 2018). Uma revisédo detalhada de surtos de DVA por
alimentos em 20 paises da América Latina e Caribe entre 1993 e 2010 constatou que
houve 6.313 surtos bacterianos causados principalmente por carne, laticinios, agua e
vegetais na (PIRES et al., 2012). Os surtos alimentares envolveram Vibrio cholera,
Salmonella Enteritidis, Norovirus, Staphylococcus aureus e Campylobacter e,
consequentemente, afetaram inumeros paises (DOMENECH-SANCHEZ et al., 2011;
CAREC, 2015; CBS NEWS, 2019). Outros surtos de DVA foram evidenciados na
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China e surtos na Africa do Sul SHONHIWA et al.,2019; LUO et al., 2017; PAUDYAL
et al., 2017 e RICHTER et al., 2019.

Assim, para garantir que os processos de SA sejam atendidos, os programas
de padrdes e orgaos de certificagcdo desempenham um papel fundamental para a
industria alimenticia e, consequentemente, para a sociedade (BAR e ZHENG, 2019).
Desta maneira, as normas atendem aos requisitos minimos que garantem aos
alimentos qualidade e que néo estejam contaminados ou objeto de fraude (KHAN, et
al., 2019). Além disso, outros fatores nao biolégicos sao verificados, incluindo os
contaminantes quimicos e fisicos, como metais, pesticidas, medicamentos,

fragmentos de vidro, insetos entre outros (OMS, 2006).

Varias praticas relacionadas ao meio ambiente, qualidade do produto,
sustentabilidade e questdes sociais se convertem para um padrdo de SA (MONTIEL
et al., 2019). Essas praticas de seguranga conferem um aumento da confianga do
consumidor (BUSH, 2018; RIGANELLI e MARCHINI, 2016). O escopo destas normas
cresceu de forma significativamente ao longo dos ultimos anos, resultando em um
aumento de empresas privadas que prestam servigos de SA (CASOLAN!I et al., 2018;
LATOUCHE e CHEVASSUS-LOZZA, 2015; RUSSO et al., 2014).

Independente desses padrbes serem regulamentados de forma publica ou
aplicados de forma privada, a ndo conformidade de padrdes em SA pode elevar os
custos de uma empresa (TRAFIALEK e KOLANOWSKI, 2017) e até levar a problemas
de Saude Publica, por DVA, o que resulta em perdas significativas em varios aspectos
(CHEN et al., 2018). Além disso, patégenos veiculados por alimentos e os surtos
associados a eles podem levar a perdas econdmicas, especialmente se faltar com a

conformidade fitossanitaria e sanitaria exigidas pelas autoridades (USDA, 2018).

Em contrapartida, sdo inumeros os beneficios da aplicagcado de boas praticas de
manipulagéo e fabricagdo, bem como o cumprimento dos padrées de SA (CASOLANI
et al., 2018; MEDIN, 2019). Além disso, estudos mostram que os custos para a
implementacgao de programas de SA sao superados pelo aumento de vendas, ou seja,
os consumidores tém preferéncia por alimentos mais seguros (NGUYEN et al., 2017).
Embora tenha varios beneficios, muitos fornecedores de alimentos ndo implementam
medidas de SA suficientes (RAGASA et al., 2011).
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Alguns pesquisadores sugerem que este numero baixo de adesido dos
fornecedores estd relacionado a custos adicionais as conformidades exigidas
(FERNANDES et al., 2017; MONTIEL et al., 2019; DASILVA-GLASGOW, 2020).
Apesar da resisténcia de alguns fornecedores, apds a implementagao destes padroes
de SA houve impactos significativos em varios niveis, incluindo beneficios econdmicos
e de Saude Publica (ESCANCIANO E SANTOS-VIAJANDE, 2014; WILCOCK E
BOYS, 2017; RINCON-BALLESTEROS et al., 2019; MONTIEL et al., 2019).

A SA exige uma abordagem matricial, sistémica, envolvendo regulamentagdes,
metodologias, investimentos e capacitacéo, isto é, esforgos que devem ser adotados
pelas empresas para que sejam capazes de implementar de fato a SA no seu negocio
(YADAV, DUTTA e KUMAR, 2021). Inumeros fornecedores de alimentos estao
adotando medidas de SA, melhorando o sistema de gestdao (ZHANG et al., 2014)
justamente porque a orientagcdo para o mercado externo esta baseada na
implementacgao da IS0 22000, que permite padronizar procedimentos que trarao niveis

de segurancga aceitaveis caso sejam cumpridos (ABEBE et al., 2020).

Também ha uma necessidade de investimentos relacionados a treinamentos
para melhoria dos conhecimentos dos funcionarios sobre os padrdes de SA (AL-
BUSAIDI et al., 2017). Além das empresas, também & necessario o apoio do governo
para fornecer educacgao e treinamento para os funcionarios (ORTMANN, 2000; SONG
et al., 2017). Alguns autores observaram que as regulamentagdes sobre SA se tornam
ineficientes, pois 0 governo se concentra mais em inspegdes e punigcdes do que
implantar um treinamento (ZHANG et al., 2014). Desta maneira, fica evidente a
necessidade de estudos que abrangem seguranga dos alimentos, principalmente em

eventos de massa, pois 0s riscos a saude individual e publica séo significativos.

2.2 SEGURANCA DOS ALIMENTOS EM EVENTOS DE MASSA

Anualmente milhdes de pessoas participam de milhares de festivais e feiras
pelo mundo, promovendo um impacto significativo na sociedade, gerando recursos
financeiros, empregos e diversas naturezas de negdcios (GURSOY, KIM, e UYSAL,
2004; THRANE, 2002). O numero de participantes que classifica um evento como uma

'reunidao de massa' é totalmente arbitrario. Para alguns autores requer uma quantidade
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de 1.000 pessoas participando para o tornar um “evento de massa” ou grandes

aglomeragdes, com a participagao superior 25.000 pessoas (MEMISH et al., 2012).

Esses grandes eventos oferecem uma oportunidade para que pessoas provem
experiéncias gastronémicas diversas, levando o publico a uma impressao positiva e
duradoura do evento, fazendo com que a visita ao evento volte acontecer novamente
(SILKES, 2007). Por outro lado, pela grandiosidade dos eventos de massa, a
cobertura midiatica permite que qualquer ocorréncia negativa relacionada se espalhe
rapidamente. Por exemplo, se houver a venda e consumo de alimentos contaminados
por patogenos, levando a transtornos de saude aos participantes, essa ocorréncia
podera repercutir rapidamente na sociedade e levar a prejuizos incalculaveis, nao
apenas de natureza monetaria, mas de credibilidade e reputacao dos participantes e

organizadores do evento.

Um surto de DVA ocorrido em um evento ou festival impacta negativamente
aos patrocinadores, além do prejuizo para a Saude Publica (BOO et al., 2000). O
evento também sofrera impacto negativo que pode resultar na baixa adeséo para as
préoximas edigdes, reduzindo a receita do turismo (FLEMING, THORSON e ZHANG,
2006; MITCHELL, 2006). O risco maior é que dependendo da doencga contraida, os
visitantes podem voltar para suas casas e transportar consigo os microrganismos,
influenciando na disseminagéo de agentes para outras localidades do pais, do mundo
(LEE et al., 2010).

Apesar das melhorias em SA nos grandes eventos a ocorréncia de surtos por
microrganismos em alimentos ainda persiste, sendo que diversas pesquisas indicam
uma série de alimentos responsaveis por surtos apés eventos de massa (LEE et al.,
1991; MORGAN et al., 1994). BOO et al (2000) afirmam que os alimentos consumidos
em eventos de massa sao mais suscetiveis a contaminagdes do que os alimentos
vendidos em restaurantes e lanchonetes. Portanto, surtos foram descritos nas ultimas
duas décadas nos Estados Unidos, Canada, Europa e Japao também associados a
eventos com 350 participantes, assim como em festivais ao ar livre envolvendo até
80.000 pessoas (BOTELHO-NEVERS e GAUTRET, 2013). Em alguns surtos, a taxa
de contaminagao aproxima-se dos 50% dos visitantes, (LEE et al., 1991; WHARTON
et al.,1990; EVANS et al., 2002). Um total de 10 surtos de infec¢des gastrointestinais
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associadas a transmissao fecal-oral no contexto de grandes festivais ao ar livre cinco
estavam ligados a festivais de musica (BOTELHO-NEVERS e GAUTRET, 2013).

A Copa do Mundo FIFA é um exemplo de um evento de massa e, portanto, a
alta concentracdo de pessoas pode aumentar consideravelmente os riscos de
transmissdo de doengas emergentes e de surtos de DVA e agua (ABUBAKAR et al.,
2012). Eventos de massa como esse devem passar por um criterioso mecanismo de
controle higiénico-sanitario, haja vista exemplos de surtos de norovirus durante a
Copa do Mundo de 2006, na Alemanha (SCHENKEL et al., 2006) e nos Jogos
Olimpicos de Verédo na Grécia, em 2011 (MELLOU et al., 2012).

Portanto, se faz necessario a adogado de um plano estratégico confiavel e eficaz
para minimizar o risco de surtos de DVA, protegendo assim os visitantes dos eventos
e, consequentemente, a populagdo, envolvendo regulamentagdo especifica e
vigilancia sanitaria ativa (MS, 2014). Desse modo, foram estabelecidos critérios
técnicos pelas autoridades sanitarias brasileiras para o monitoramento da SA durante
a realizagéo de grandes eventos no Brasil, como a Copa do Mundo FIFA de 2014 e
os Jogos Olimpicos e Paraolimpicos de 2016, no Rio de Janeiro (CUNHA et., 2004;
DA SILVA, 2015; TONDO et al., 2015). Grandes eventos internacionais como festivais
musicais e copas representam um risco para contaminacao isolados ou até mesmo
de surtos de DVA, pois a disseminagéao é rapida (EUROPEAN COMMISSION, 2016).

A fim de se preparar para esses importantes eventos internacionais, o
Ministério da Saude, a Anvisa e a Agéncia Nacional de Saude Suplementar
publicaram diversos regulamentos para estabelecer normas para a organizagao dos
eventos, aplicaveis aos setores publico e privado (MS, 2014). Um critério de risco para
definir as prioridades a serem controladas em servigos de alimentagao foi estabelecido
pela Anvisa, que visou o aprimoramento das acgdes de Vigilancia Sanitaria durante a
Copa do Mundo FIFA 2014 (CUNHA et al., 2014; TONDO et al., 2015). Em 2015, foi
publicado um plano operacional para a Vigilancia Sanitaria durante os Jogos
Olimpicos e Paraolimpicos (BRASIL, 2015b).

Uma norma técnica baseada em risco, elaborada antes da Copa do Mundo
FIFA de 2014, baseou-se na regulamentagao brasileira relacionada as boas praticas
em servigos de alimentacdo (ANVISA, 2013b). Essa norma teve como objetivo avaliar

e qualificar os estabelecimentos de alimentagdo das cidades-sede quanto aos
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aspectos higiénico-sanitarios. Foram avaliados 52 itens, compreendendo requisitos
relacionados ao abastecimento de agua; estrutura; higienizagdo das instalagdes,
equipamentos, moéveis e utensilios; controle integrado de vetores e pragas urbanas;
manipuladores de alimentos; matérias-primas, ingredientes e embalagens; preparo da

comida; e armazenamento, transporte e exposicao dos alimentos preparados.

Exemplos reais de surtos durante a historia da sociedade fazem com que os
visitantes aumentem suas exigéncias perante a compra de alimentos em eventos de
massa. Estudos realizados corroboram que o0s consumidores estdo muito
preocupados com a SA (BOO, GHISELLI e ALMANZA, 2000; MITCHELL, 2006). Além
das exigéncias legais, os consumidores também estdo mais atentos ao consumir
alimentos em eventos de massa. Uma pesquisa realizada por Boo et al., (2000) as
trés principais preocupacdes dos Vvisitantes em eventos de massa foram
intoxicac&o/deterioracado de alimentos (62,7%), contaminagao por sujeira ou poeira
(30,7%) e contaminagao por insetos (25,3%). Embora que em casa os consumidores
nem sempre pratiquem comportamentos adequados relacionados a SA, pesquisas
indicam que os clientes esperam a mais alta qualidade quando se alimentam fora de
suas casas (COLEMAN, GRIFFITH e BOTTERIL, 2000).

Apos a aplicagao de questionarios aos visitantes sobre quais as preocupacdes
que eles possuiam ao ir em um evento e se alimentar, 23,7% expressaram
preocupagao com relacdo ao cozimento dos alimentos; 21,7% com a limpeza dos
equipamentos e utensilios e 16,4% com as praticas anti-higiénicas dos manipuladores
de alimentos (BOO et al., 2006). Outro estudo revelou que os consumidores por mais
que estivessem cientes do potencial risco da presenga de bactérias patogénicas em
alimentos, a conscientizagdo sobre os microrganismos como E. coli, Salmonella spp.,
Campylobacter jejuni e Listeria monocytogenes era insatisfatoria (AL BANNA et al.,
2022). Em outros estudos semelhantes realizados na Africa do Sul e Portugal os
resultados também corroboram com esta constatacdo de que a conscientizagao dos
consumidores sobre 0s perigos microbianos e tematicas relacionadas com SA é baixa
(ASIEGBU et al., 2016; CARBAS, CARDOSO e COELHO, 2013)

Outras questdes que podem influenciar na escolha de onde se alimentar, séo
a qualidade e SA (MEMBRE, FARAKOS e NAUTA; 2021). Por mais que a exigéncia

do publico esteja ficando cada vez maior, alguns estudos indicam que é necessario
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melhorar a higiene alimentar em eventos de massa, em diversos aspectos, como por
exemplo, a qualidade da agua. Estudos realizados por Willis et al. em 2012 e 2015
demonstraram melhorias na qualidade microbiolégica de amostras de agua e “swab”
de tecidos para limpeza, em comparagao com estudos anteriores, como de Little e
Sagoo (2009).

2.3 ASPECTOS LEGAIS RELACIONADOS A EVENTOS DE MASSA

As normas para a realizagdo de eventos de massa seguem um ordenamento
juridico e sao regidas pelas autoridades competentes em cada esfera de poder. Para
mitigar as DVA, os governos recorreram a estratégias que incluem regulamentacdes
e leis para monitorar o cumprimento dos padrboes de SA (TODD et al., 1997; TIRADO
et al., 2001; CLIVER et al., 2002; SHEA et al., 2017). Além disso, as empresas de
alimentos contam com metodologias de SA, incluindo as Boas Praticas de Fabricagéo
de alimentos, as Boas Praticas Agricolas, o sistema de Analise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle e o padrao ISO 22000 para garantir a seguranga de seus produtos
alimentares (TRIENEKENS et al., 2008; VANZARKAS et al., 2008; KOTSANOPOLOS
et al., 2017). Em tais metodologias, o treinamento de manipuladores de alimentos &
uma das estratégias mais eficazes para a prevengdo de DVA (ROSSI et al., 2017).

O primeiro instrumento normativo a ser citado no contexto de Boas Praticas
de Higiene e Manipulagdo de Alimentos € a Constituicdo Federal, que assegura a
presenca de acbes e servigos publicos, organizados em rede regionalizada e
hierarquizada, constituindo um sistema unico de saude, de acordo com diretrizes que
visem ao atendimento integral, priorizando atividades preventivas, sem prejuizo aos
servigos (BRASIL 1988). Assim, o Sistema Unico de Saude - SUS foi implantado pela
Lei n°® 8.080/1990, garantindo a saude como direito fundamental do ser humano,
sendo do Estado a responsabilidade de prover as condi¢cdes indispensaveis ao seu
pleno exercicio, pela formulacdo e execuc¢ado de politicas econdmicas e sociais que
permitam as condi¢des que assegurem acesso universal as agdes e servigos para

promogao, protecao e recuperacao da saude (BRASIL 1990).

O estabelecimento do SUS se deu como fruto de um dos principais

movimentos sociais ocorridos no Brasil, a Reforma Sanitaria, contemporaneo ao
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processo de redemocratizacao, iniciado na década de 1980, enquanto o pais passava
por grave crise na area econdmico-financeira (ALVES, 2009; EDUARDO, 1998). Na
segunda metade dos anos 1970 houve a expansao da cobertura assistencial pela
OMS, que intitulou “Saude para Todos no Ano 20007, principalmente por meio da
Atencao Primaria a Saude (EDUARDO, 1998). Nesse tempo, buscava-se consolidar
esse processo e, para tanto, inicia-se o Movimento da Reforma Sanitaria Brasileira,
formado, no inicio, por académicos e profissionais da saude, que foi atraindo
movimentos populares de saude, centrais sindicais e outros segmentos da sociedade
(EDUARDO, 1998).

Para Elias (2004) o SUS surgiu como a mais abrangente e ambiciosa politica
publica de saude ja formulada no pais, porém, em momento histérico adverso, devido
a consolidacdo do setor privado na saude e pelo ajuste fiscal do Estado,
completamente sitiado pela disposicdo da relagdo Estado/sociedade. A Lei n°
8080/1990 (BRASIL, 1990) “Dispde sobre as condigdes para a promogao, protecéo e
recuperacdo da saude, a organizacdo e o funcionamento dos servigos
correspondentes e da outras providéncias”. O campo de atuacdo do SUS é bastante
amplo e compreende todo o disposto no artigo 200 da Constituicao Federal (BRASIL,
1988), detalhando alguns pontos, como é o caso da execugao de agdes de vigilancia
em saude nas quais se inclui, a execugcdo de acgbes de vigilancia sanitaria, a
fiscalizagdo e a inspecao de alimentos, agua e bebidas para consumo humano, a fim
de eliminar, diminuir ou prevenir riscos a saude e de intervir em problemas sanitarios
(BRASIL, 1990).

No contexto da Lei 8080/1990, a Unido, Estados, Distrito Federal e os
municipios definirdo, em seu dmbito administrativo, as instdncias e mecanismos de
controle, assim como a realizagcado de fiscalizagdes referentes ao poder de policia
sanitaria (BRASIL, 1990). Entender as atribuigdes referentes as agdes e servigos de
vigilancia sanitaria permite compreender o ordenamento juridico das principais
normas de alimentos que serao comercializados prontos para consumo, como é o

caso das normas de Boas Praticas de Higiene e Manipulagao de Alimentos.

A direcdo nacional do SUS compete definir e coordenar os sistemas de
vigilancia sanitaria, instituindo critérios, métodos e parametros para o devido controle

sanitario e fiscalizar procedimentos e produtos que se relacionam a Saude Publica
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(BRASIL, 1990). Os critérios, parametros e métodos para o controle da qualidade
sanitaria de alimentos que serdo comercializados prontos para consumo e servicos
de alimentacdo de todo o territorio nacional sdo dispostos na Resolu¢cdo RDC n°
216/2004 da Anvisa, publicada no Diario Oficial da Uni&o, de 16 de setembro de 2004
(BRASIL, 2004).

A origem da regulamentagdo dos Padrées Microbioldgicos no Brasil, remete
aos movimentos da Reforma Sanitaria e a criacdo do proprio SUS, dado que um dos
primeiros padrboes foi publicado no fim dos anos 1980 pela Divisdo Nacional de
Vigilancia Sanitaria de Alimentos - DINAL, da Secretaria Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Portaria DINAL/SNVS n°01, de 28 de janeiro de 1987 - DOU de 12/02/87).
Tal portaria vigorou por dez anos, sendo revogada pela Portaria n® 451/1997 da SNVS,
publicada no DOU de 2 de julho de 1998, depois de apenas quatro anos foi substituida
pela RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001 que vigorou por 18 anos, até o fim dos anos
2010, quando foi publicada a RDC N° 331/2019 (publicada em 26/12/2019).

Assim, a direcao estadual do SUS compete a coordenacgao, agdes e servigos
de interesse a saude, e em carater complementar, execucio de acdes e servicos de
vigilancia sanitaria, formulacdo de normas, estabelecimento de padrées e
procedimentos de controle de qualidade para produtos e substancias de consumo
humano, no contexto da Lei 8080/1990 (BRASIL, 1990). Complementando os padrdes
e procedimentos de controle de qualidade, no estado de Sao Paulo tem-se a Portaria
CVS n° 05/ 2013 publicada no Diério Oficial do Estado de 19 de abril de 2013 (SAO
PAULO, 2013).

Em sintese, tendo como base as competéncias e atribuigcdes dispostas na Lei
8080/1990, a execucédo de servigcos de vigilancia sanitaria compete a direcéo
municipal do SUS, porém, em circunstancias especiais, a unido podera executa-la,
quando ha ocorréncia de agravos severos a saude e que podem proporcionar riscos
no ambito regional e/ou nacional (BRASIL, 1990). Derivando das normativas das
outras esferas, referentes a alimentos que serdo comercializados prontos para
consumo, no municipio de Sado Paulo, tém-se o regulamento anexo a Portaria n°
2619/2011 que, publicada em Diario Oficial da Cidade de Sao Paulo em 06 de
dezembro de 2011, foi desenvolvido pela direcdo municipal do SUS em vista da
execucgao dos servigos (SAO PAULO, 2011).
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Desde o inicio de 2020, esta em vigor a RDC n° 331/2019 publicada em 23 de
dezembro de 2019 que, junto com a Instrugdo Normativa n® 60/2019, estabelece os
padrdées microbiolégicos de alimentos prontos para consumo. Os ingredientes
destinados exclusivamente ao uso industrial, incluindo os aditivos alimentares, devem
seqguir especificagdes préprias (BRASIL, 2019). A RDC n° 331/2019 revoga duas
Resolugdes anteriores de Padrdes Microbioldgicos, a RDC n° 12, de 2 de janeiro de
2001 (parametros para alimentos) e a RDC n°® 275, de 22 de setembro de 2005
(parametros para agua mineral). Revoga também o art. 10 da RDC n°® 182, de 13 de
outubro de 2017, que dispde sobre o requisito microbiolégico de auséncia de
Escherichia coliem 100 ml de agua adicionada de sais (BRASIL, 2019).

Para guiar as agdes de controle sanitario na area de alimentos existem os
critérios e padrdes microbiolégicos estabelecidos em instrumentos legais especificos
(BRASIL, 2019). O padrdo microbiologico € o parédmetro que determina se um
alimento ou lote de alimento € aceitavel, baseado em atributos qualitativos e/ou
guantitativos de microrganismos, toxinas ou metabdlitos, considerando uma amostra
pré-determinada (BRASIL, 2019). Os padrbées microbioldégicos vigentes sao
fundamentais para proteger a saude dos consumidores, justamente devido aos
agentes patogénicos em alimentos (BRASIL, 2019).

Descumprir os limites e padrbes oficialmente estabelecidos constitui infracdo
sanitaria, nos termos da Lei n°® 6.437, de 20 de agosto de 1977, sem prejuizo das
responsabilidades civil, administrativa e penal cabiveis (BRASIL, 2019). Considerando
0s principais microrganismos de interesse, Vibrio spp., Salmonella spp., Listeria spp.
e Campylobacter spp. a disposicdo dos Padrbes Microbioldgicos para Listeria
monocytogenes e Salmonella spp. a Instrugdo Normativa n°® 60/2019 adota um plano
amostral de duas classes, que determina um limite para classificar as unidades

amostrais como de "Qualidade Aceitavel" ou "Qualidade Inaceitavel" (BRASIL, 2019).

Para Listeria monocytogenes os alimentos prontos para o consumo devem
atender aos padrdes estabelecidos no Anexo Il da Instrugdo Normativa n°® 60/2019
(BRASIL, 2019). Excetuam-se da necessidade de pesquisa regular, nos padrées
desta instrugdo, os alimentos que se enquadrem em, pelo menos uma das trés
situacdes: Possuir caracteristicas intrinsecas incompativeis com a contaminacao pela

L. monocytogenes (vida util menor que 5 dias, pH menor ou igual a 4,4, atividade de
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agua menor ou igual a 0,92 e aqueles que concomitantemente tenham pH menor ou
igual a 5,0 e atividade de agua menor ou igual a 0,94); Serem submetidos a tratamento
térmico efetivo (capaz de garantir que todas as por¢des do alimento atinjam no minimo
+75°C) ou processo equivalente para inativagdo de L. monocytogenes e que nao seja
possivel a sua recontaminacédo; Nao estarem associados a surtos pelo agente em
condi¢cdes normais, como produtos hortifruticolas frescos, inteiros e nao processados,
dentre outros. (BRASIL, 2019)

Em relagdo a Salmonella spp. cada categoria especifica tem seu padrao
disposto no Anexo | da Instru¢cdo Normativa n® 60/2019 (BRASIL, 2019). Ja os
alimentos de categorias especificas, como carne suina crua devem atender ao padréo
microbiolégico de Salmonella spp, constante do Anexo IV até a adequagdo aos
requisitos de rotulagem estabelecidos na Resolucéo de Diretoria Colegiada - RDC n°
459, de 21 de dezembro de 2020. Vale ressaltar que o Anexo IV foi adicionado a IN
60/2019 pela prépria RDC n° 459/ 2020. Ao se tratar de Campylobacter spp. e Vibrio
spp. a Instrucdo Normativa n°® 60/2019 nao estabelece em suas listas anexas, os

padrdes de tais agentes para alimentos prontos para oferta ao consumidor.

Com as legislagdes voltadas para eventos de massa também se tem certo
ordenamento juridico. No municipio de Sdo Paulo tem-se o Decreto n° 49.969, de 28
de agosto de 2008 que regulamenta a expedicdo de Auto de Licenga de
Funcionamento, Alvara de Funcionamento, Alvara de Autorizacdo para eventos
publicos e temporarios e Termo de Consulta de Funcionamento. Este decreto
estabelece exigéncias estruturais e taxas que se aplicam para a concessdo das
licengas supracitadas e se destina aos estabelecimentos com capacidade de
acomodar a partir de 250 pessoas (SAO PAULO, 2008). Para as atividades sujeitas a
controle sanitario, aqui entende-se abarcar também eventos que disponham de
servicos de alimentacdo. Portanto, este decreto dispde que o pedido do Auto de
Licenca/ Alvara de Funcionamento deve estar associado a um termo de ciéncia das
exigéncias relativas ao cadastro municipal de Vigilancia Sanitaria (CMVS), previstas
no Cddigo Sanitario do municipio, artigo 90 (SAO PAULO, 2004)

Para o territério nacional, a Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria adotou a Resolugdo RDC n° 43, de 1° de setembro de 2015

(Publicada no DOU n° 168, de 2 de setembro de 2015) que dispde dos requisitos
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legais relacionados a prestagao de servigos de alimentacdo em eventos de massa,
bem como requisitos minimos de avaliacbes prévias e funcionamento de tais servigos
e define responsabilidades (BRASIL, 2015). A aplicacdo da resolugdo se da aos
eventos (de carater publico ou privado) que tenham contingente diario igual, superior,
ou inferior se assim for determinado pela autoridade sanitaria local, a 1.000 pessoas
e onde se proceder atividades de recebimento, preparo, acondicionamento,
armazenamento, transporte, distribuicdo, exposi¢cdo ao consumo e comercializagao
de alimentos (BRASIL, 2015).

Em andlise pregressa, com foco nos eventos internacionais ocorridos entre
2005 e 2015, ano de publicacdo da RDC n° 43, a quantidade média de eventos deste
tipo cresceu em todo o pais, saltando de 62 para 315, no mesmo periodo (BOECHAT,
2015) A difusdo pelo pais também aumentou no periodo, passando de 22 para 54
municipios sediando eventos internacionais (BOECHAT, 2015). Essa dinédmica fez
com que o Brasil figurasse, em 2015, entre os dez maiores paises organizadores de
eventos internacionais pela lista da Associagao Internacional de Congressos e
Convengdes — (ICCA) (BOECHAT, 2015).

Em analise historica mais contemporanea a publicacido da RDC n° 43 de 2015,
durante o desenvolvimento dos trabalhos preparatérios para essa resolucéo, o Brasil
sediava eventos como Copa das Confederacbées FIFA e Jornada Mundial da
Juventude (em 2013) e a Copa do Mundo FIFA (2014). Uma interpretagao sistematica
pode revelar a Lei n° 12.663, de 5 de junho de 2012 que dispde medidas relativas a
esses eventos de massa, medidas essas compreendidas em diversos ambitos
administrativos, desde os Direitos Comerciais, vistos e permissdes de trabalhos e
responsabilidade civil a venda de ingressos. Neste instrumento normativo é afirmado
a provisao, por parte da Unido, de servigos de Vigilancia Sanitaria, entre outros

servigos de sua competéncia, durante a realizagao de tais eventos (BRASIL, 2012).

O grande evento temporalmente mais préximo a publicagdo da RDC n° 43 de
2015 foi a Copa do Mundo FIFA 2014. A principal acdo da Anvisa relativa aos servigcos
de alimentacdo foi o estabelecimento do projeto de categorizagcdo dos
estabelecimentos, inspirada em agdes de cidades como Nova lorque e Londres. O
projeto pretendia alcangar os mesmos resultados, ou seja, melhores praticas

sanitarias, maior confiangca dos consumidores e prestar reconhecimento aos
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estabelecimentos que investiram em melhorias higiénico-sanitarias (ASCOM, 2014).
Ao final de todo o projeto constatou-se melhorias de carater sanitario nos

estabelecimentos participantes, em diferentes cidades brasileiras (ASCOM, 2014).

Em 2022, a Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
adotou a Resolugédo RDC n° 656, de 24 de margo de 2022 (Publicada em 30 de margo
de 2022) que dispde dos requisitos legais relacionados a prestagao de servigos de
alimentacdo em eventos de massa, bem como requisitos minimos de avaliacbes
prévias e funcionamento de tais servigos e define responsabilidades. A mesma revoga

a Resolugao da Diretoria Colegiada — RDC n° 43, de 1° de setembro de 2015.

A Portaria n°® 817, de 10 de maio de 2013 aprovou as diretrizes nacionais para
a elaboragdo e execugdo do projeto-piloto de categorizacdo dos servigos de
alimentacdo para a Copa do Mundo FIFA 2014, teve duracdo de dois anos,
estabeleceu categorias e conceitos relativamente simples (BRASIL, 2013). As
categorias foram definidas com base em uma lista de avaliagdo, adotando-se um
sistema de pontuagdo que seguia critérios de riscos alinhados a RDC n° 216/Anvisa,
de 2004 (que estabelece nacionalmente os itens de Boas Praticas de Higiene e
Manipulagéo de Alimentos) (BRASIL, 2013). Apds calculados os pontos de acordo
com os parametros, os estabelecimentos eram classificados dentro de um escore de
5 pontos. Os escores de 1 a 4, expressavam qualidade sanitaria em niveis
decrescente, respectivamente, enquanto o escore 5 era considerado “qualidade

sanitaria inaceitavel”, de forma a receber medidas legais cabiveis (BRASIL, 2013).

A Anvisa também adotou o “Plano Operativo da Vigilancia Sanitaria” no
contexto da Copa do Mundo FIFA, em 2014, organizado em concordancia com as
vigilancias sanitarias estaduais e municipais das cidades sedes e consistia em agdes
integradas de vigilancia de servigos e produtos (tanto na entrada desses produtos no
pais quanto no monitoramento articulado dos eventos), além de orientagao ao publico
(ASCOM, 2014). Essas medidas sanitarias foram e continuam sendo fundamentais e
de urgente aplicagdo no contexto dos eventos de massa, haja vista a crescente
adesdo da populacdo a estes eventos e a quantidade de servigos de alimentagao

oferecidos a um publico cada vez maior.

Considerando os avangos técnicos da legislagao para o setor de alimentagao

em eventos de massa e a necessidade constante de monitoramento e verificacdo da
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qualidade dos alimentos, entende-se de significativa relevancia o desenvolvimento de
pesquisas capazes de trazer subsidios técnico-cientificos para promover intervencgdes
a fim de prevenir danos a Saude Publica, a partir desse tipo de atividade social

humana.

2.4 BACTERIAS PATOGENICAS VEICULADAS POR ALIMENTOS

Todos os alimentos podem ser potenciais veiculos de inUmeros patdégenos
entéricos aos seres humanos, sendo que tanto alimentos de origem animal ou vegetal
possuem uma microflora natural que se originam da fonte natural do ambiente em que
este produto foi cultivado ou criado (MENDONCA et al.,2020). Inevitavelmente alguns
produtos estdo em contato direto com fontes potenciais de contaminagao microbiana,
como solos ricos em matéria organica em decomposi¢do, agua e outros meios
(MENDONCA et al.,2020).

Assim, estes alimentos podem carrear microrganismos patdgenos incluindo
Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Clostridium botulinum e Clostridium
perfringens (ICMSF, 2000), entre outros. As evidéncias disponiveis demonstram que
a populagao humana esta exposta a, aproximadamente, mais de 200 tipos de agentes
bioldgicos potencialmente causadores de DVA e agua, provocando diferentes tipos de
agravos, desde mal-estar, diarreia, vomito até consequéncias deletérias ao longo do
tempo como disfuncao renal, diabetes, hipertensdo disfuncdo do sistema nervoso
central (LOUKIEH et al., 2018).

Mais de 91 milhées de pessoas no mundo adoecem apds contrair patdbgenos
transmitidos por alimentos (OMS, 2013). Nos Estados Unidos, o numero de casos de
DVA ultrapassa os 48 milhdes (SCALLAN, 2011 a, b). Segundo Havelaar et al., (2015),
cada pais possui suas peculiaridades em relacdo aos impactos das DVA e suas
regionalidades. Justamente devido a diversos sistemas alimentares e produgao
diferenciada, dependendo dos padrbes de consumo que podem sujeitar os produtos
alimenticios a serem contaminados por patogenos (VAN BERKUM,
ACHETERBOSCH e LINDERHOF, 2017).
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Na busca de minimizar a incidéncia de DVA, os governos recorrem a
estratégias, regulamentagdes e vigilancia do cumprimento dos padrées de SA dos
produtos comercializados (TODD et al., 1997; TIRADO et al., 2001; CLIVER et al.,
2002; SHEA et al., 2017). Para tanto contam com ferramentas como as Boas Praticas
de Higiene, Manipulagao e Fabricagao de Alimentos - BPHMA, o sistema de Analise
de Perigos e Pontos Criticos de Controle - APPCC e as normas ISO, como ISO 22000
especifica para SA (TRIENEKENS et al., 2008; VANZARKAS et al., 2008;
KOTSANOPOLOS et al., 2017). Esses instrumentos auxiliam as empresas a
estabelecerem seus Programas de Autocontrole - PAC de processos e produtos e séo
objeto de analise, verificagao pelos 6rgaos oficiais de fiscalizagao. Deve-se destacar
que em todo o processo de implementagéo de sistemas de controle e gerenciamento
da SA a capacitagéo e o treinamento também fazem parte das estratégias que devem
ser adotadas pelas empresas (ROSSI et al., 2017).

Sao varios os pontos de atencgao, de controle e de monitoramento durante a
producao e comercializagdo de alimentos. A manipulagdo higiénica, o rigoroso
controle da cadeia fria/quente e da prevencgao de contaminagdes cruzadas sao alguns
dos fundamentais aspectos que devem ser objeto de constante atencéo,
monitoramento e verificagdo (ICMSF, 2000). Estudos apontam que as principais
causas de surtos de origem alimentar estao relacionadas a temperaturas inadequadas
para acondicionamento dos alimentos (quentes e frios) e a higiene deficiente em
diferentes etapas (manipulacéo, equipamentos e higiene dos utensilios), em diversas
localidades do mundo, inclusive no Brasil (COSTALUNGA e TONDO, 2002; TODD et
al., 2007; NORRUNG e BUNCIC, 2008,).

Na revisdo realizada por Gizaw (2019), dos 81 artigos relacionados a
seguranga dos alimentos, 21 (26%) das pesquisas relataram a presenca de
microrganismos patogénicos em diferentes alimentos comercializados em paises em
desenvolvimento, ficando evidente a recorréncia de casos. A este respeito, os
patdogenos transmitidos por alimentos como Salmonella spp., Listeria spp.,
Campylobacter spp., Escherichia coli enterohemorragica e Vibrio cholerae, estao entre
0s mais comuns e que acometem milhdes de pessoas no mundo todo (LOUKIEH et
al., 2018). Portanto, uma vez que a contaminacgéo por patdégenos é inerente a nossa
realidade como consumidores, se faz necessario adotar medidas que atendam aos

padroes de SA em eventos de massa.
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Desta maneira a compreensdo da ecologia de cada patéogeno e suas
caracteristicas pertinente a SA é fundamental para intervengbes que garantem
qualidade e saude ao consumidor, promovendo a inativacdo ou o controle do
crescimento microbiano adequado (MENDONCA et al.,2020). Principalmente de
microrganismos patogénicos veiculados por alimentos em humanos, incluindo
bactérias como Salmonella spp, Escherichiacoli, Klebsiella spp., Enterobacter spp,
Proteus spp., Citrobacter spp., Staphylococcus aureus, Campylobacter spp, Listeria
spp., Vibrio spp., e Enterococcus spp. (GIZAW, 2019).

2.4.1. Salmonella spp.

Uma das bactérias mais importantes da familia Enterobacteriaceae é a
Salmonella entérica, a qual é subdividida em seis subespécies (entérica, salamar,
arizonae, diarizonae, hutnae e indica), com mais de dois mil sorovares no total, e
Salmonella bongori, com 23 sorovares (Programa Nacional de Sanidade Avicola-
PNSA, 2021; MONTVILLE et. al., 1997). A maioria das subespécies de Salmonelas
sdo patogénicas (SHINOHARA et al., 2008) e estdo amplamente distribuidas em
diversos tipos de ambientes naturais, além dos reservatérios naturais, como muitos
animais domésticos e silvestres que sdo fontes primarias de Salmonella spp.
(MENDONCA et al.,2020). A Salmonella spp. € facilmente transportada do trato
gastrointestinal destes animais por meio de conteudo fecal, sobrevivendo no material
fecal, solo e na vegetagao (BELL e KYRIAKIDES, 2002; SPECTOR e KENYON, 2012;
WALDNER et al., 2012).

As bactérias deste género sao anaerobias facultativas e apresentam
desenvolvimento 6timo em meio neutro a temperaturas entre 35°C e 37°C e
apresentam grande resisténcia ambiental, com formagao de biofiimes (MONTVILLE
et. al., 1997; CARVALHO, 2010). O tempo de sobrevivéncia das salmonelas variam
de acordo com a disponibilidade de nutrientes, pH, temperatura, atmosfera gasosa e
presenca de substancias antibacterianas, inclusive podem sobreviver em ambientes
secos por muito tempo (MENDONCA et al.,2020). Além da sobrevivéncia, podem
proliferar sem causar alteragdes sensoriais e de qualidade do produto (BELL e
KYRIAKIDES, 2002).
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As salmonelas sao eliminadas em pH &cido (menor que 4,0) e em
concentragdes de NaCl maior que 9,0%, podendo se desenvolver em temperaturas
tdo altas quanto 54°C e, grande parte dos sorotipos, podem se desenvolver em
temperaturas de refrigeragéo (+2°C) (MONTVILLE et. al., 1997; CARVALHO, 2010).
O tratamento térmico efetivo dos alimentos, preconizado legalmente, compreende que
seja submetido a uma temperatura de no minimo 75°C em todas as suas por¢des
(BRASIL, 2019). Admite-se temperaturas inferiores somente se combinados como
tempo, de maneira suficiente a assegurar a qualidade higiénico-sanitaria (BRASIL,
2019; SAO PAULO, 2011).

A Salmonella spp. dissemina-se normalmente de forma interpessoal e fecal-
oral, portanto, os individuos infectados podem se tornar portadores e eliminar o agente
continuamente, sendo fonte de infecgdo por longos periodos, mesmo que
assintomaticos (SHINOHARA et. al., 2008). Dado a complexidade deste agente e o
grande interesse na saude publica, as medidas preventivas de conservagéao e preparo
se mostram fundamentais para diminuir o risco de infecgao por Salmonella spp.
(SHINOHARA et. al., 2008; BRASIL, 2001).

Este patégeno tem sido a causa de varios casos de doencgas transmitidas por
alimentos em diversos paises africanos e asiaticos, tendo sido implicada em surtos de
febre tifoide (KABWAMA et al., 2017; N'CHO, 2019). A Salmonella Enteritidis também
foi identificada como o agente causador de um surto em um grande hotel no Caribe
em 2011 (KDHE, 2011), além da contaminacdo de mamdes causando um surto de
doenca em varios estados do México (CDC, 2017; LARSEN, 2019). No Vietna, uma
investigacao sobre os niveis de contaminagédo de Salmonella spp. em alimentos crus,
incluindo frutos do mar, frango, carne bovina e suina, revelou que 18% das amostras

foram positivas para o patéogeno (VAN et al., 2007).

A contaminacao por Salmonella spp. em carne de aves e seus miudos crus
existe de forma critica, no Brasil e no mundo. Tanto em produtos dispostos a venda
resfriados ou congelados e nos ovos, embora ndo tenham medidas satisfatorias de
controle ou processos tecnologico industriais que eliminem esses microrganismos da
carne crua de forma total (BRASIL 2001).
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2.4.2. Campylobacter jejuni

Outro microrganismo de interesse médico relacionado a alimentos € a bactéria
Campylobacter jejuni, justamente pelo modo de vida que tem e pela quantidade de
hospedeiros, vivendo no trato intestinal de ovinos, suinos, bovinos e em aves. Pelas
condicdes térmicas das aves domésticas, estes animais se tornam mais susceptiveis
a abrigar o Campylobacter spp. e servirem como fonte de infecgdo para humanos
(SILVA et al., 2011).

A familia Campylobacteraceae inclui 3 géneros de bactérias sendo
Campylobacter, Arcobacter e Sulfurospirillum, sendo que os quadros gastroentéricos
ocasionados pelos Campylobacters apresentam sinais clinicos muito semelhantes as
infeccdes por Salmonella spp. e Shigella spp. sendo o diagnéstico diferencial feito pelo
isolamento do agente nas fezes do paciente. LASTOVICA et al. 2013). Por sua vez,
existem trés espécies do género Campylobacter e, que podem colonizar o trato
intestinal de aves e humanos, embora a C. jejuni seja mais frequente e associada a
surtos de campilobacteriose em humanos, sendo que a C. coli e C. lari nAo menos
frequentes (CEAN et al., 2015; UGARTE-RUIZ et al., 2018).

A espécie C. jejuni possui maior grau de viruléncia e requer apenas algumas
centenas de organismos para causar doengas veiculadas por alimentos em humanos
(BHADURI e COTTRELLI, 2004). Também podem promover afecgbes extra-
intestinais, como meningite, aborto, infertilidade e abscessos, sendo associadas a
sindrome de Guillain-Barré (doenga neurolégica, imunomediada e associada a
bacteremia) (LASTOVICA et al. 2013). Tais apresentag¢des da infecgdo pelo agente
sd0 pouco ocasionais e normalmente diagnosticadas apds a exclusdo de hipéteses
diagndsticas mais frequentes (LASTOVICA et al. 2013).

Esses microrganismos sao muito sensiveis a desidratagao, alta concentragao
de oxigénio e em ambientes acidos, inclusive a maioria € eliminada pelo pH estomacal
humano (sdo completamente eliminados em pH inferior a 2.3), embora Campylobacter
spp. nao cresga a temperaturas inferiores a +30°C, ndo suporta temperaturas
superiores a +75°C, assim, ndo sobrevive em alimentos submetidos ao tratamento
térmico efetivo. Se submetido ao congelamento, a carga microbiana é reduzida em

carne de aves contaminadas, porém mesmo apds serem congeladas a -20°C, uma
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pequena quantidade ainda pode ser recuperada da amostra (MONTVILLE et. al.,
1997).

Portanto, os humanos comumente se contaminam por C. jejuni por meio da
ingestdo de aves contaminadas (SKARP et al., 2016; LEE et al.,2017). Embora seja
relatado uma incidéncia de Campylobacter spp. maior em carne bovina (36%) em
comparagao com carne suina (22%) e frango (16%) (LYNCH et al.,2011). No entanto,
outros estudos mostram que na maioria dos paises, cerca de 5% das aves cruas
vendidas no varejo indicaram a presenca de C. jejuni nos alimentos (SHANE, 1992;
HHAB, 1993; MORAN et al., 2009).

Testes realizados em carnes oriundas de mercados locais demonstraram
prevaléncia de Campylobacter jejuni elou C. coli, sendo que a incidéncia destas
espécies variou de nenhuma deteccdo a 43% em carne bovina, sendo C. jejuni a
espécie predominante em todas as amostras de carne testadas (ADELEYE et al.,
2017). Embora a maior prevaléncia de contaminagao por Campylobacter spp. seja em
carne bovina, um estudo relata contaminagées em carne de ovinos (10,6%) e em
carne de caprinos (9,4%), sendo identificado 72,5% de amostras com C. jejuni e 27,5%
de C. coli (WOLDEMARIAN et al. (2009).

Apds o isolamento de Campylobacter spp. foi possivel identificar a presenca
destes patdogenos em carne de carneiro (10,5%), caprino (7,6%) e bovino (6,2%), além
disso, 78% dos microrganismos isolados eram C. jejuni, 18% de C. coli e 4% eram de
C. lari (DADI E ASRAT, 2008). A espécie mais prevalente isolada em um estudo com
carne bovina contaminada (2,4% das amostras) foi C. jejuni (84%) seguida de C. coli
(16%) (RAHIMI et al., 2010). Entre 2001 e 2016, foram notificados na Australia 65
surtos de doengas veiculadas em alimentos causadas pelo agente Campylobacter,
sendo 63% de origem alimentar e 49% relacionados ao preparo de alimentos em
restaurantes e 7% de alimentos preparados em casa. A origem dos casos nao foi
identificada em mais de um quarto dos surtos relatados (FORD et al., 2018; JOENSEN
et al., 2018; MOFFATT et al., 2020).
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2.4.3. Vibrio spp.

A familia Vibrionaceae, possui 20 espécies descritas, sendo que 10 delas
possuem patogenicidade importante para o ser humano, destacando-se oito,
diretamente associadas a transmissdo por alimentos. As espécies de vibrios
patogénicos mais comuns incluem o Vibrio cholerae e o Vibrio parahemolyticus, porém
também sao espécies frequentemente isoladas o Vibrio furnissii € o Vibrio fluvialis
(CARVALHO, 2010).

As células de V. parahaemolyticus também sdo sensiveis a secagem,
refrigeracao e congelamento (RAY e BHUNIA, 2013). Cresce de forma ideal de 30°C
a 37 °C, no entanto, pode crescer dentro de uma faixa de temperatura de 5 °C a 42
°C (RAY e BHUNIA, 2013). Apesar da refrigeragdo ser um importante fator para
diminuir o crescimento populacional significativamente, ndo impede a viabilidade de
algumas cepas, também é inefetivo para isso, o congelamento (MONTVILLE et. al.,
1997). A bactéria sé apresenta niveis seguros para 0 consumo apos o tratamento
térmico eficiente (MONTVILLE et al., 1997).

Algumas cepas de Vibrio parahaemolyticus nao sao patogénicas, no entanto, a
gastroenterite causada por cepas patogénicas de Vibrio parahaemolyticus é contraida
principalmente de frutos do mar incluindo mariscos, ostras, caranguejos, camardes,
lagostas e outros mariscos séo veiculos comuns para surtos. Peixes como cavala,
sardinha e bacalhau também foram associados a casos de gastroenterite causada por
V. parahaemolyticus. Sendo que ha possibilidade destes surtos estarem associados
ao consumo de frutos do mar crus, malcozidos, com temperatura inadequada ou pos-

contaminados com o agravo do calor (MENDONCA et al., 2020).

Em estudo realizado com 686 amostras de frutos do mar constataram que
Vibrio parahaemolyticus foi detectado em 45,9% dessas amostras, sendo que
camarao e caranguejo tiveram a maior taxa de incidéncia (75,8% e 73,3%,
respectivamente), enquanto as taxas de incidéncia para peixe foi de 29,3% (WONG
et al.,1999).Curiosamente, apenas os peixes marinhos foram positivos para Vibrio
alginolyticus (40,9%), Vibrio fluvialis (38,6%) e Vibrio damsela (36,3%) indicando
adaptacao mais forte de certos Vibrio spp. ao ambiente marinho (YUCEL e BALCI,

2010). O microrganismo Vibrio spp. foi 0 agente etiolégico de um surto multinacional
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apos um evento na Republica Dominicana em 2011, como resultado da contaminagao
dos frutos do mar (JIMENEZ et al.,, 2011). O agente Vibrio spp. também foi
responsavel por promover diversos surtos transmitidos por pescados, no Quénia, na
Zambia e outros paises subsaarianos, em decorréncia da falta de saneamento basico
(AJAYI e SMITH, 2019).

2.4.4 Listeria spp.

As DVA compreendem como um dos principais fatores de mortes em diversos
paises da América Latina e Caribe, sendo que, fatores como mudanga do estilo de
vida e o crescente consumo de alimentos industrializados, podem estar associados a
surtos de listeriose que, em sua maioria, possuem origem em alimentos
industrializados (BOTELHO et al., 2005; BARANCELLI, 2011; CRUZ et al., 2008). A
listeriose humana € uma doenga invasiva causada pela espécie L. monocytogenes,
sendo que a doenga nao-invasiva € denominada gastroenterite febril, com sintomas
semelhantes a um resfriado (VASCONCELOS e MARIN, 2008). A espécie L. ivanovii
também €& patogénica, porém, em outros mamiferos, embora o género Listeria
também inclua as espécies L. seeligeri, L. welshimeri, L. innocua, e L. grayi (PERES
et al., 2010).

A infeccdo causada por esta doenca estda associada a altas taxas de
hospitalizagdes e 6bitos, causando encefalite, meningite e septicemias (LIU, 2006).
Os principais sintomas da listeriose séo hipertermia, cefaleia, rigidez no pescoco,
nausea e, em gestantes, a doenca pode provocar aborto ou nascimento prematuro
(VASCONCELOS e MARIN 2008). Diversos fatores contribuem para o sucesso da
colonizagdo por L. monocytogenes como a integridade do epitélio do trato
gastrointestinal, carga microbiana contida no alimento e o grau de viruléncia das cepas
(CRUZ et al., 2008).

A Listeria monocytogenes € um microrganismo amplamente distribuido no
mundo todo e pode ser encontrado em diversos tipos de ambientes naturais, como
agua e efluentes, material fecal de animais, vegetacdo em decomposigéo, solo,
pastagens e alimentos (GANDHI e CHIKINDAS, 2007; SWAMINATHAN, 2001). Este

patégeno pode sobreviver por anos em ambientes de processamento de alimentos,
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servindo como uma fonte constante de contaminacbes em alimentos (FENLON,
1999). Estudos indicam que L. monocytogenes persistiu e sobreviveu por 4 meses em
salsichas (WENGER et al., 1990), 1 ano em aves cozidas (LAWRENCE & GILMOUR,
1995), 14 meses em peixe defumado (BOERLIN et al., 1997), e 7 anos em queijo
(UNNERSTAD et al., 1996). Portanto, precaug¢des devem ser tomadas na detecgao e
controle de L. monocytogenes em produtos alimenticios em pontos de venda,

armazéns e ambientes de processamento de alimentos.

Além disso, Listeria monocytogenes € um anaeroébio facultativo, ou seja, sua
capacidade de tolerar situagdes extremas de hipoxia sao altas, além disso, um estudo
realizado com L. monocytogenes observou que estes microrganismos sao tolerantes
a sal e ao nitrito, sendo que outros patdgenos ja teriam seu crescimento inibido
(MCCLURE et al., 1997). Também foi identificado resisténcia desta bactéria em
relacdo a presenga de umidade, sobrevivendo a atividade de agua de 0,92 (INGHAM
et al., 2004). A habilidade de sobrevivéncia em ambientes adversos e a facilidade em
se multiplicar em temperatura de refrigeracao faz da L. monocytogenes um agente de
potencial risco para a Saude Publica, dada sua alta adaptabilidade em ambientes frios,
limpos, umidos e com constante presenga de residuos biolégicos, como unidades

processadoras de carnes, leite, frutos do mar organicos (DESTRO, 2006).

A L. monocytogenes permanece como o0 maior desafio nas industrias de
alimentos. Esta bactéria pode sobreviver sob uma condicdo ambiental adversa e
superar varios tipos de estresse, como inativagdo por calor, e pode persistir na
superficie de contato com alimentos. Portanto, a melhoria das BPHMA e dos métodos
de armazenamento, transporte e manuseio, juntamente com a aplicagado do programa
de treinamento em SA sdo recursos indispensaveis para se alcangar niveis seguros
para a qualidade sanitaria dos alimentos e minimizar a ocorréncia de DVA (SHAMLOO
et al., 2019). Inumeros produtos de origem animal tém sido associados a
contaminagdes por L. monocytogenes, principalmente aqueles alimentos sem o

correto tratamento térmico (FAI et al., 2011)

Uma ampla gama de produtos alimenticios, incluindo produtos lacteos, como
leite cru, leite pasteurizado, leite achocolatado, manteiga, queijos macios e carnes
processadas, como salsichas de peru e varios tipos de carnes frias fatiadas, tém sido
associados a surtos de listeriose humana (DALTON et al., 1997; HEADRICK e
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TOLLEFSON, 1998; MAIJALA et al., 2001 e RYSER, 1999 ). Carnes e aves cruas,
frutos do mar crus, leite cru, carnes, patés, queijos macios e sanduiches embalados
sao particularmente sensiveis a contaminagao durante o processamento e/ou pés-
processamento (GALLO et al., 2020) e estes, s&o alimentos frequentemente servidos
em eventos. De acordo com pesquisa realizada por Willis et al., (2015), a Listeria
monocytogenes foi detectada em amostras de frango ao molho, queijo cheddar e

salmé&o, sendo que Listeria innocua foi detectada em uma amostra de salada de batata

Estudos desenvolvidos em onze anos por Gordon et al., (2017) relatou que
4,1% das amostras estavam excedendo os limites recomendados de Listeria spp. €
Salmonella spp. (GORDON et al., 2017). A partir de amostras de carne obtidas em
supermercados de varejo, Listeria spp. foram detectados em 32% da carne moida
congelada testada (EL-MALEK et al., 2010; GEBRETSADIK et al., 2017). Em outro
estudo, os autores relataram 51,3% e 2,6% de incidéncia de Listeria spp. e L.
monocytogenes, respectivamente, em carne crua. Em uma pesquisa desenvolvida
por Molla et al. (2004) a incidéncia de Listeria spp. foi relatada em carne bovina crua
(47,5%) e suina (69,8%) e em peixe (7,4%) obtida em supermercados e lojas de
varejo. Inumeras pesquisas sobre a incidéncia de patégenos em carne de aves em
paises em desenvolvimento indicam que Salmonella spp. ou Campylobacter spp. sao
sucessivamente detectados na maioria das amostras de carne (GAUTAM et al., 2017;
KHAN et al., 2018; NIDAULLAH et al., 2016; RODRIGO et al., 2006; THOMAS et al.,
2006; WURFEL et al., 2018).

Estudos semelhantes realizados em frango cru relataram 34% de incidéncia
(GUNASENA et al., 1995) e em outro estudo na Malasia a presencga deste patégeno
foi de 20% (GOH et al., 2012). Apds a investigagao da incidéncia de L. monocytogenes
em varios alimentos, incluindo carne de frango retirada de varios supermercados e
restaurantes, relataram uma incidéncia de 8% de L. monocytogenes em amostras de
carne de frango congelada AHMED et al (2017). Com relag&o aos produtos de frango
prontos para consumo a incidéncia foi de 0,2% de L. monocytogenes (KANARAT et
al. (2011). Em um estudo realizado por Yucel e Balci (2010) examinaram 78 amostras
de peixe cru (30 peixes de agua doce e 48 peixes marinhos) sendo que a incidéncia
de Listeria spp. em peixes de agua doce foi de 30% e de 10,4% em marinhos. De
todas as espécies do género Listeria detectada, a Listeria monocytogenes foi
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identificada em 44,5% das amostras de peixes de agua doce, enquanto a Listeria

murrayi foi a mais comum em peixes marinhos, com 83,5% de incidéncia.

Portanto, compreendemos que as contaminagdes veiculadas por alimentos
podem ocorrer em inumeras situagdes diferentes, podendo ocasionar uma série de
complicagbes para a saude humana. A seguranga dos alimentos deve estar
relacionada a todos os setores da alimentacio, incluindo eventos que possuem
comercializagcdo e consumo de alimentos. As normas e padrdes tragados buscam
atenuar os fatores que contribuem para possiveis contaminacdes, haja visto a
quantidade de surtos, doengas e sindromes ocasionadas por consumo de alimentos
contaminados. Além disso, as regulamentacdes e acgdes fiscalizatorias vém
acontecendo de maneira mais acentuada fazendo com que os eventos tendem a se

adequar as normas sanitarias.

Neste caso, a aplicacdo de boas praticas de manipulagdo de alimentos em
eventos de massa contribui significativamente na redugdo da ocorréncia de DVAs,
uma vez que o0s eventos ganham maiores proporgdes midiaticas, adesédo da
sociedade e maior indice de consumo de alimentos durante os eventos. Estratégias
que visam rastrear agentes patogénicos em alimentos podem auxiliar a tragar medidas
preventivas em eventos de massa e subsidiar novas pesquisas relacionadas a esta
tematica. Desta forma, garantindo que haja mais informag¢des acerca das espécies
comumente encontradas e tipos de alimentos contaminados, assim como o tempo de
exposicao dos alimentos em relagdo a contaminagdes. Para atender a esta
problematica, foram tracados objetivos que relacionam a identificagcdo de
contaminagdes e fatores intrinsecos aos eventos, a fim de obter informagdes que

possam contribuir para a seguranga dos alimentos em eventos de massa.
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3 OBJETIVOS

O trabalho avaliou a ocorréncia de patégenos em alimentos comercializados
em eventos de massa e a sua ocorréncia associada ao tempo de exposi¢cdo a venda

nesses eventos.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar a ocorréncia de Salmonella spp., Campylobacter spp., Vibrio
spp. e Listeria spp. em amostras de diferentes tipos de alimentos

comercializados em eventos de massa;

e Relacionar a ocorréncia de microrganismos patogénicos em alimentos
comercializados em eventos de massa e o tempo de exposig¢ao/oferta

desses alimentos ao publico;

e Avaliar a sensibilidade dos microrganismos isolados das amostras de
alimentos comercializados em eventos de massa, frente aos

antimicrobianos convencionais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 QUESTOES ETICAS

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais
(CEUAVet) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao
(CEUAVet 1013020519).

4.2 CRITERIOS DA COLETA DOS DADOS

As coletas de dados foram realizadas a partir de nove eventos de massa
realizados na cidade de Sao Paulo, entre setembro de 2019 a dezembro de 2022. A
selecdo dos eventos de massa para a coleta de amostras adotou como critério
alimentos manipulados com matérias primas de origem animal e frequente consumo.
Portanto, buscou-se eventos de massa que atenderam a maior quantidade dos

seguintes critérios:

1) Atividade coletiva de natureza cultural, comercial, esportiva ou social por tempo
pré-determinado e com concentragcédo ou fluxo de um publico superior a 1.000

(um mil) pessoas;

2) Eventos de massa publicos ou privados a qual realizam atividades que
envolvam alimentos, incluindo o recebimento, preparo, acondicionamento,

armazenamento, transporte, exposi¢cdo ao consumo e comercializacao;

3) Eventos de massa de origem nacional ou internacional, e que, dadas as

avaliagbes, possam ameagcar a seguranga dos alimentos e a saude publica;

Foram coletadas 188 amostras de alimentos produzidos ou manipulados em 9
eventos de massa. Houve variagcdes de produtos de acordo com cada evento, porém,
as coletas foram realizadas entre os alimentos que apresentavam a maior similaridade
de ingredientes e manipulagdo. As amostras foram selecionadas a partir do

cruzamento dos seguintes critérios de incluséo:

1) Produtos intensamente manipulados;
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Produtos que integram ingredientes crus e cozidos;

Produtos a base de carnes e carnes cruas;

Produtos a base de derivados do leite e ndo submetidos pelo calor;
Produtos como sushis e sashimis e a base de peixe cru;

Produtos a base de ovos e creme de leite.

Assim como também foram realizadas a triagem dos fatores que possivelmente

comprometeram a seguranga dos alimentos, levando os produtos alimenticios a uma

condicdo mais provavel de contaminacao. Portanto, foi estabelecido critérios a serem

considerados para a selecdo das amostras, sendo eles:

1)

Analise critica do ambiente de trabalho e das condi¢des higiénicas das areas

de producao e manipulagao de alimentos;
Condig¢des de higiene dos manipuladores de alimento;

Presenca de estacao sanitaria para lavagem de maos e disponibilidade de

produtos quimicos para antissepsia das maos;

Realizac&o do controle de tempo e temperatura dos alimentos em produg¢ao ou

exposicao para a comercializagdo e consumo;

Temperatura dos alimentos armazenados sob refrigeracdo, durante a

realizagcao do evento, principalmente dos produtos prontos para o consumo.

As amostras foram coletadas “in loco”, durante a realizagdo do evento,

respeitando-se as determinagdes do Regulamento de Boas Praticas e de Controle de

Condicdes Sanitarias e Técnicas (SAO PAULO, 2011), a regulamentacdo sobre a

Prestacao de Servicos de Alimentacdo em Eventos de Massa (ANVISA, 2015) e o
Cédigo Sanitario do Estado de S&o Paulo (SAO PAULO, 1998).
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4.3 AMOSTRAS DE ALIMENTOS COLETADOS EM EVENTOS DE MASSA

A quantidade de amostras de alimentos foi definida de acordo com cada coleta,
pois a quantidade de fornecedores de alimentos variou a cada evento. Portanto, os
fornecedores foram nomeados por letras a fim de garantir rastreabilidade e
confidencialidade dos dados. As coletas foram realizadas em eventos com duragao
acima de 10 horas, portanto, foram realizadas nos periodos da manh3a, tarde e noite.
Foram obtidas entre duas e trés amostras acima de 100 g, simultaneamente a cada
periodo coletado em cada um dos fornecedores. As amostras foram identificadas e
lacradas em recipientes estéreis, na presenga do responsavel pelo servico de
alimentacao do evento, possibilitando assim, o rastreamento e adequada analise dos
dados, seguindo os principios da ética e sigilo em relagdo aos fornecedores de

alimentos.

Os alimentos foram selecionados de acordo com cada evento, pois, a
comercializagdo de alimentos foi realizada de maneira independente a cada evento.
Assim, seguindo os critérios estabelecidos anteriormente, as amostras coletadas nos

eventos de massa foram submetidas aos exames microbiolégicos (Quadro 1).

Quadro 1: Alimentos coletados nos eventos de massa e submetidos aos exames microbiologicos.

Alimentos coletados

Bolo de pote

Ceviche atum

Lanche provoleta

Ceviche robalo

Pavé doce de leite

Pavé doce de leite

Lanche de salmao

Salmao grelhado

Lanche de polvo

Temaki salmao

Lanche de pernil suino

Temaki salmédo completo

Lanche de pernil e costela

Lanche de peixe

Crepe de frango catupiry

Lanche de carne bovina

Lanche de bacon

Lanche de peixe

Espeto de carne bovina

Filé de salméo cru

Espeto de frango

Hamburguer/vegetal
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Hamburguer/X-Salada Hamburguer/X-Bacon

Hamburguer/X-burguer

Fonte: PEDRO (2023).

Apds a coleta, as amostras foram agrupadas e acondicionadas em bolsas
plasticas estéreis em caixa térmica (Coleman®) e mantidas sob refrigeragcdo com gelo
reutilizavel. O transporte das amostras foi realizado sob refrigeragdo, e com controle
de temperatura periodicamente, garantindo que as amostras fossem mantidas sob as
condicdes necessarias até o encaminhamento ao laboratério e, assim, a execugao

dos testes seguintes.

4.4 EXAMES MICROBIOLOGICOS DAS AMOSTRAS COLETADAS

As amostras foram mantidas em continua refrigeracdo e encaminhadas ao
laboratério a fim de serem processadas no Laboratério de Sanidade Suina, da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, sob
responsabilidade da professora Dr?. Andrea Micke Moreno. Foram realizados
isolamentos seletivos para Salmonella enterica, Listeria monocytogenes e
Campylobacter spp. e, no caso das amostras de alimentos a base de frutos do mar,
foi realizado o isolamento seletivo para Vibrio spp. Assim, a cada amostra coletada,

foi aliquotado (10 g) e posterior isolamento bacteriano descrito na Figura 1.

Para o isolamento de Salmonella enterica, 90 ml de agua peptonada
tamponada foram adicionados as bolsas plasticas contendo a amostra do alimento,
sendo homogeneizadas em Stomacher™ por 60 segundos. Posteriormente, as
amostras foram incubadas a 37°C por 24 horas (etapa de pré-enriquecimento). Apos
este periodo, 1 ml de cada amostra foram semeadas em 9 ml de caldo tetrationato
com iodo e incubados a 37°C por 24 horas (etapa de enriquecimento). A partir do tubo
de enriquecimento seletivo, 10 pl foram semeados em agar Xilose Lisina Tergitol-4
(XLT4 - Difco) e incubados por 24 a 48 horas a 37°C, em aerobiose.

Para o isolamento de L. monocytogenes, 90 mL de caldo 72 Fraser (Oxoid)
foram adicionados as bolsas plasticas contendo as amostras e, homogeneizadas em

Stomacher™ por 60 segundos, sendo incubadas a 30°C por 24 horas. Apos este
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processo, foram transferidos 100 ul para tubo com 10 ml de caldo Fraser inteiro que
foi incubado a 30°C por 24 horas. A partir disso, 10 pl foram semeados em agar
PALCAM (Oxoid) e incubados a 37°C por 48 horas, em aerobiose. Para o isolamento
de Campylobacter spp., 90 ml de caldo Bolton (Oxoid) foram adicionados as bolsas
plasticas contendo as amostras e, também, seguiram para homogeneizagdo em
Stomacher™ por 60 segundos e incubadas a 37°C, por 24 horas. A partir desta
solugao, foram semeados 10 yl em agar Campy-Cefex (Oxoid) e incubados a 42°C
por 48 horas, em atmosfera com 5% COo..

Para o isolamento de Vibrio spp., 90 mL de agua peptonada alcalina com 1%
de NaCl e misturados a amostra, seguido de homogeneizagdo em Stomacher™ por
60 segundos e incubagao de 37°C por 24 horas. Foram utilizados 10 pL desta solugéo
para a semeadura em agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose - TCBS (Oxoid) e,
seguidos para incubagao por 24 horas a 37°C, em aerobiose. As colbnias sugestivas
de S. enterica, L. monocytogenes, Campylobacter spp. e Vibrio spp. foram submetidas
a identificagao pela espectrometria de massa MALDI-TOF (Matrix Associated Laser
Desorption-lonization — Time of Flight). As estirpes bacterianas de interesse foram

estocadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion) (Difco) com glicerol a -86° C.
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Figura 1 - Fluxograma dos protocolos de isolamento bacteriano realizados para as amostras de
alimentos.

Pré-enriquecimento Salmonella - -
Enriquecimento Salmonella
Transferir para bolsas plasticas 90 mL de . Plaguear uma al¢ada de 10
i Transferir 1 mL para 9 mL
— Agua Peptonada tamponada e homogeneizar o ) . pL em agar XLT4 e incubar
Caldo Tetrationato e incubar a
em stomacherpor 80 segundos. Incubar 379 por 24h a 37°C por 24-48h
por
bolsa plastica a 37°C por 24h
Pré-enriquecimento Listeria Enriquecimento Listeria
Transferir para bolsas plasticas 90 mL de IransterilOiparaitubaicom Plaquear uma algada de
Amostra de alimento caldo % Fraser e homogeneizar em 10mL de caldo Fraserinteiro, » [T e dGR EALCAM
.| 5 : o :
— stomacherpor 60 segundos. Incubar foMogenearE NcLtana i eincubar a 37°C por 48h
Cortare pesar 10g em por 24h
. . — bolsa plastica a 30°C por 24h
bolsa plastica estéril —

Enriguecimento Campylobacter
Plaquear uma algada de 10 uL em agar

Transferir para bolsas plasticas 90 mL de Caldo — | Campy-Cefexincubar a 42°C por 48h

Bolton e homogeneizar em stomacherpor 60 em microaerofilia
segundos. Incubar bolsa plastica a 37°C por 24h
Enriguecimento Vibrio
Transferir para bolsas plasticas 90 mL de Agua Plaguear uma algadade 10 uL
—_— — | em agar TCBS e incubar a 37°C

Peptonada Alcalina com 1% NaCl e homogeneizar em
por 24h

stomacher por 60 segundos. Incubar bolsa plastica a

37°C por 24h

Fonte: PEDRO (2023).

4.5 IDENTIFICACAO DAS ESPECIES POR ESPECTROMETRIA DE MASSA

Uma aliquota de 1 mL do cultivo bacteriano foi utilizada para extracdo de
proteinas para a realizacdo da espectrometria de massa MALDI-TOF. Para tanto,
utilizou-se o protocolo descrito por Hijazin et al. (2012). Os extratos proteicos foram
armazenados a -20°C. Para leitura pelo MALDI-TOF MS foi utilizado o
espectrofotdbmetro de massa Microflex™ (Bruker Daltonik) da Companhia Ambiental
do Estado de Sao Paulo - CETESB, com o auxilio técnico da Dra. Maria Inés Zanoli
Sato e sua equipe. Para leitura, 1 ul de suspensao protéica foi transferido para a placa
de acgo inox e adicionado 1 ul da matriz (acido a-ciano-4-hidroxido-cinamico). Cada
estirpe foi distribuida em triplicata e para cada placa foram realizadas duas leituras.
Para captura dos espectros proteicos foi utilizado o programa FlexControl™ (Bruker

Daltonik) pelo método MTB_autoX. O espectrofotdmetro foi externamente calibrado
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através da utilizagcado de proteinas ribossémicas de Escherichia coli (BTS - Bruker
Daltonik).

Para a identificagdo bacteriana pelo espectro proteico foi utilizado o programa
BioType™ (MALDI Biotyper CA Systems) 3.0 (Bruker Daltonik). Os critérios para
interpretacéo da fabricante Bruker Daltonik foram utilizados neste estudo como segue:
escores = 2.0 foram aceitos para atribuicao de espécie, e escores =2 1.7 e < 2.0 foram

utilizados para identificagdo de género

4.6 CONFIRMACAO DAS ESTIRPES DE Listeria monocytogenes POR PCR

Para a confirmacédo da detecgao de Listeria monocytogenes, foi realizada a
identificacdo genotipica das estirpes pela técnica de reagdo em cadeia pela
polimerase (PCR). Foram pesquisados os genes prs e hly para confirmagao do género
Listeria e espécie L. monocytogenes, respectivamente, utilizando os iniciadores
descritos por DOUMITH et al. (2004) e BORDER et al. (1990), respectivamente.

As reacoes foram realizadas utilizando-se 5 ml do DNA bacteriano, 1.5 mM de
MgCl2, 10 pmoles de cada iniciador, 1.0 U de Taq DNA polimerase, 1 X tampéao de
PCR, 200 mM de cada dNTP e agua até o volume final de 50 ml. Foi utilizado o
termociclador (Bio-Rad Laboratories) programado para um ciclo a 95°C por 15
minutos, 30 ciclos de 95°C por 1 minuto, 50°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e um

ciclo final de 72°C por 5 minutos.

A deteccao dos produtos de amplificagao foi realizada por meio de eletroforese em
gel de agarose a 1,5%, utilizando-se tampao TBE 0,5X (Tris-base 45 mM, acido borico
45 mM e EDTA 1mM, pH 8) e voltagem de 110V durante 1 hora. Os fragmentos
amplificados foram visualizados no sistema de fotodocumentagcdo Gel Doc XR (Bio
Rad), sendo os fragmentos corados com BlueGreen™ (LGC Biotecnologia) e
comparados ao marcador 100 bp DNA Ladder™ (New England BioLabs Inc).
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4.7. CARACTERIZAGAO DO PERFIL DE SENSIBILIDADE DE Listeria spp.

A caracterizagao do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos foi realizada por
meio da técnica de disco difusdo, conforme os padrbes definidos no documento
VETO01-S2 (CLSI, 2013). O inéculo bacteriano foi preparado a partir de cultura em
caldo BHI (Difco) ajustada em solugao salina (0,9%) a uma turbidez equivalente a 0,5
da escala de McFarland (aproximadamente 1 X 108 UFC/mL). O inéculo foi semeado
por espalhamento em placas de agar Mueller-Hinton (Difco) adicionado de 5% de
sangue carneiro desfibrinado. Foram avaliadas a resisténcia a 24 antimicrobianos,

pertencentes a 13 classes (Quadro 1).

As placas contendo indculo e discos antimicrobianos foram incubadas em
aerobiose a 37°C por 24 horas e entdo, examinadas quanto a formacgao de halos de
inibicdo ao redor dos discos. Foi utilizado como controle interno de qualidade a estirpe
de Staphylococcus aureus ATCC 25923. Os pontos de corte para interpretacdo dos
resultados sao apresentados no Quadro 1 e foram obtidos dos documentos M100
Ed32 (CLSI, 2022) e M100 Ed15 (CLSI, 2005) para Staphylococcus spp. A
determinagdo da multirresisténcia foi realizada conforme descrito por Schwarz et al.
(2010).

4.8 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS OBTIDOS

A analise descritiva das amostras processadas, dos isolados de Listeria obtidos
e a distribuicao das frequéncias dos perfis de resisténcia das estirpes obtidas foram
realizadas com o programa SPSS 16.0 (SPSS Inc). Os perfis e resultados de
resisténcia foram trabalhados como variaveis categoricas e as diferencas analisadas
pelo Teste de X? e o Teste Exato de Fisher com a probabilidade bilateral e nivel de

significancia de 5 %.
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Quadro 2- Antimicrobianos testados e respectivos pontos de corte utilizados para interpretagéo.

Ativo Sigla Sensivel = Intermediario Resistente <
Ampicilina AMP 17 0 16
Cefalotina CFL 18 15-17 14
Cefotaxima CTX 23 15-22 14
Ceftriaxona CRO 21 14-20 13
Ciprofloxacina CIP 21 16-20 15
Clindamicina CLI 21 15-20 14
Cloranfenicol CLO 18 13-17 12
Timetasezol SUT 16 11-15 10
Eritromicina ERI 23 14-22 13
Fosfomicina FOS 16 13-15 12
Gentamicina GEN 15 13-14 12
Levofloxacina LVX 19 16-18 15
Linezolida LNZ 21 0 20
Meropenem MER 16 14-15 13
Neomicina NEO 17 13-16 12
Nitrofurantoina NIT 17 15-16 14
Oxacilina OXA 22 0 21
Penicilina PEN 19 0 28
Piperacilina/ Tazobactan PPT 18 0 17
Rifampicina RIF 20 17-19 16
Sulfonamidas SUL 17 13-16 12
Tetraciclina TET 19 15-18 14
Vancomicina VAN 17 15-16 14

Fonte: PEDRO (2023)
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5 RESULTADOS

Foram realizadas nove coletas de amostras de alimentos, cada uma relativa a
um evento de massa, totalizando 44 fornecedores e 188 amostras (Grafico 1). As
distribuicbes do numero de amostras e fornecedores por coleta/evento realizado estédo
apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Frequéncia dos fornecedores e amostras de acordo com cada coleta/evento.
Coleta/evento = Fornecedores/evento (N°)  Amostras (%)

1 3 9 (4,8%)
2 7 24(12,8%)
3 5 10(5,3%)
4 2 14(7,4%)
5 4 14(7,4%)
6 6 21(11,2%)
7 15 44(23,4%)
8 4 15(8,0%)
9 10 37(19,7%)
Total 188 (100%)

Fonte: PEDRO (2023).

Dentre os fornecedores avaliados, em dez deles, foram coletados mais de um tipo de

alimento e, em seis deles, estavam presentes em mais de um evento (M, N, O, P,V e
Y) (Tabela 2).

Grafico 1 - Distribuicdo dos fornecedores e amostras de alimentos coletadas de acordo com cada
evento de massa.
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Tabela 2 - Distribuicdo das amostras de alimentos em relagdo aos fornecedores e eventos de massa.

Fornecedor Colotallve) Total
1 2 3 4 5 6 7 8 9 (%)
A 0 0 0 0 0 0 36,8 0 0 3(1,6)
A1 0 0 0 0 0 0 3(68) 0 0 3(1,6)
B 0 0 0 0 0 0 36,8 0 0 3(1,6)
B1 0 0 0 0 0 0 0 0 6(16,2) 6(3,2)
C 0 0 0 0 3(214) O 0 0 0 3(1,6)
C1 0 0 0 0 0 0 245 0 0 2(1,1)
D 0 0 0 0 0 0 36,8 0 0 3(1,6)
D1 0 3(12,5) O 0 0 0 0 0 0 3(1,6)
E 0 0 0 0 0 0 0 0 6(16,2) 6(3,2)
E1 0 0 0 0 0 0 3(68) 0 0 3(1,6)
F 0 0 0 0 0 0 0 0 38,1 3(1,6)
F1 3(33,3) 3(12,5) O 0 0 0 0 0 0 6 (3,2)
G 0 0 2(20,00 0 0 0 0 0 0 2(1,1)
G1 0 0 0 0 0 3(143) 0 3(20,00 O 6 (3,2)
H 0 0 0 0 3(214) O 0 0 0 3(1,6)
H1 0 0 0 0 0 0 0 0 3(8,1) 3(1,6)
| 0 0 0 0 0 0 0 0 3(8,1) 3(1,6)
"1 0 0 0 0 0 0 3(68) 0 0 3(1,6)
J 0 0 0 0 0 0 0 0 3(8,1) 3(1,6)
J1 0 0 0 0 0 0 368 0 0 3(1,6)
K 0 0 0 0 0 0 3(68) 0 0 3(1,6)
K1 0 3(12,5) O 0 0 0 0 0 0 3(1,6)
L 0 0 0 0 0 3(143) 0 0 0 3(1,6)
L1 0 0 0 0 0 0 0 3(20,0) O 3(1,6)
M 3(33,3) 3(125) O 0 0 0 0 0 0 6 (3,2)
M1 0 0 2(20,0) O 0 0 0 0 0 2(1,1)
N 0 0 2(20,00 O 5(35,7) 6(28,6) O 6(40,0) 0 19(9,9)
N1 0 0 6(42,9) 0 0 0 0 0 6 (3,2)
o 3(33,3) 3(12,5) O 0 0 0 0 0 0 6 (3,2)
o1 0 0 0 0 0 0 36,8 0 0 3(1,6)
P 0 0 0 0 0 3(143) 3,8 O 0 6 (3,2)
P1 0 0 0 0 0 0 0 0 6(16,) 6 (3,2)
Q 0 0 0 0 0 0 36,8 0 0 3(1,6)
Q1 0 0 0 0 0 0 0 0 3(8,1) 3(1,6)
R 0 0 0 0 0 0 36,8 0 0 3(1,6)
R1 0 0 0 0 0 0 0 0 1(2,7) 1(0,5)
S 0 0 0 8(57,1) 0 0 0 0 0 8 (4,3)
T 0 6(250) O 0 0 0 0 0 0 6 (3,2)
u 0 0 0 0 0 0 3(68) 0 0 3(1,6)
Vv 0 0 0 0 3(214) 3(14,3) O 0 3(8,1) 9(4,8)
w 0 0 2(20,00 0 0 0 0 0 0 2(1,1)
X 0 3(12,5) O 0 0 0 0 0 0 3(1,6)
Y 0 0 2(20,00 0 0 3(143) 0 3(20,00 O 8 (4,3)
V4 0 0 0 0 0 0 3(68) 0 0 3(1,6)
Total 9(100)  24(100) 10(100) 14(100) 14(100) 21(100) 44(100) 15(100) 37(100) 188(100

Fonte: PEDRO (2023).
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Ao todo, foram avaliados 23 tipos de alimentos diferentes, destacando-se com
maior frequéncia o Hamburguer/X-burguer, representando 31,4%. Segundo produto
avaliado com maior frequéncia foi o Hamburguer/X-salada (11,2%) e espeto de frango
(11,2%) (Tabela 3). A distribuicdo dos tipos de alimentos, em cada coleta realizada

nos eventos de massa estdo apresentados nos graficos 2, 3 e 4.

Tabela 3 - Distribuicdo das amostras de alimentos coletadas nos eventos de massa.

Alimentos N° amostras (%)

Hamburguer/X-Burguer 59 31,4%
Hamburguer/X-Salada 21 11,2%
Espeto de frango 21 11,2%
Lanche de pernil 13 6,9%
Lanche de carne bovina 12 6,4%
Espeto de carne bovina 9 4,8%
Temaki salméao 8 4,3%
Temaki salmao completo 5 2,7%
Filé de salmao cru 4 2,1%
Ceviche atum 3 1,6%
Crepe de frango catupiry 3 1,6%
Hamburguer/vegetal 3 1,6%
Lanche de bacon 3 1,6%
Lanche de pernil e costela 3 1,6%
Lanche de salmao 3 1,6%
Hamburguer/X-Bacon 3 1,6%
Pavé doce de leite 3 1,6%
Lanche provoleta 3 1,6%
Salmao grelhado 2 1,1%
Ceviche de robalo 2 1,1%
Bolo de pote 2 1,1%
Lanche de polvo 2 1,1%
Lanche de peixe 1 0,5%
Total 188 100

Fonte: PEDRO (2023).
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Grafico 2 - Distribuicdo dos tipos de alimentos obtidos nas coletas/eventos 1, 2 e 3.
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Grafico 3 - Distribuicdo dos tipos de alimentos obtidos nas coletas/eventos 4, 5 e 6.
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Grafico 4 - Distribuicdo dos tipos de alimentos obtidos nas coletas/eventos 7, 8 e 9.
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A fim de verificar a presenca de patégenos veiculados por alimentos, todas as
188 amostras seguiram para a avaliagao bacteriolégica, com o isolamento seletivo
para Salmonella enterica, Listeria monocytogenes e Campylobacter spp. Além disso,
para 30 amostras (16,0%) de frutos do mar foram realizados isolamento seletivo para
Vibrio spp. As amostras incluem temaki salmao, temaki salmdo completo, salmao
grelhado, filé de salméo cru, ceviche de robalo, ceviche de atum, lanche de salméao,

lanche de polvo e lanche de peixe.

Apds as analises bacteriolégicas, nenhum isolamento de Salmonella enterica,
Campylobacter spp. e Vibrio spp foi obtido nas amostras analisadas. No entanto, 29
amostras (15,4%) testaram positivas para o isolamento de Listeria spp. Essas
amostras foram obtidas de oito coletas (Grafico 5), em sete tipos de alimentos

comercializados nos eventos de massa pesquisados, originarios de 14 fornecedores.

Grafico 5 - Distribuicao numérica das amostras de alimentos positivas para isolamento de Listeria spp.
por coleta/evento de massa.
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Fonte: PEDRO (2023). Coletas

Os alimentos com maior frequéncia de contaminagao por Listeria spp. foram
Hamburguer/X-Burguer e X-salada, correspondendo a 58,6% das amostras positivas
no isolamento (Tabela 4 e Grafico 6.) Podemos observar que os alimentos com origem
animal bovina constam como os produtos com maior indice de contaminagao por
Listeria spp., sendo, portanto, responsaveis por maiores riscos a seguranca dos
alimentos nos eventos coletados na pesquisa. Seguido pelos produtos de origem
animal suina, que corresponderam a um percentual significativo de amostras

contaminadas. Os produtos a base de salmdo correspondem juntos a uma
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amostragem consideravel de contaminacgao por Listeria spp., também podendo refletir

em um maior risco a seguranga dos alimentos em eventos de massa.

Tabela 4 - Analise do isolamento bacteriano das amostras de alimentos coletadas em eventos de
massa.

Isolamento de Listeria spp.

Alimentos Total (%)
Positivo (%) Negativo (%)
Hamburguer/X-Burguer 12 (41,4) 47 (29,6) 59 (31,4)
Hamburguer/X-Salada 5(17,2) 16 (10,1) 21 (11,2)
Espeto de frango 0 21 (13,2) 21 (11,2)
Lanche de pernil suino 0 13 (8,2) 13 (6,9)
Lanche de carne bovina 3(10,3) 9 (5,7) 12 (6,4)
Espeto de carne bovina 2 (6,9) 7(4,4) 9 (4,8)
Temaki salmao 2(6,9) 6 (3,8) 8 (4,3)
Temaki salmao completo 2 (6,9) 3(1,9) 5(2,7)
Filé de salmao cru 0 4 (2,5) 4(2,1)
Lanche de bacon 3(10,3) 0 3 (1,6)
Hamburguer/X-Bacon 0 3(1,9) 3 (1,6)
Crepe de frango catupiry 0 3(1,9) 3 (1,6)
Hamburguer/vegetal 0 3(1,9) 3 (1,6)
Lanche de pernil e costela 0 3(1,9) 3 (1,6)
Ceviche de atum 0 3(1,9) 3 (1,6)
Lanche de salmao 0 3(1,9) 3 (1,6)
Lanche provoleta 0 3(1,9) 3 (1,6)
Pavé doce de leite 0 3(1,9) 3 (1,6)
Bolo de pote 0 2(1,3) 2(1,1)
Ceviche de robalo 0 2(1,3) 2(1,1)
Lanche de polvo 0 2(1,3) 2(1,1)
Salmao grelhado 0 2(1,3) 2(1,1)
Lanche de peixe 0 1(0,6) 1(0,5)
Total 29 (100) 159 (100) 188 (100)

Fonte: PEDRO (2023).
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Grafico 6 - Amostras positivas para o isolamento de Listeria spp. em relagdo aos alimentos coletados
nos eventos de massa.
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Fonte: PEDRO (2023).

Das 29 amostras com isolamento de Listeria spp., foram selecionadas em torno
de trés colbnias sugestivas para continuidade das analises microbiolégicas. Dessa
forma, foram caracterizados 90 isolados de Listeria spp., originarios das 29 amostras
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de alimentos, em nove coletas/eventos. Apds a realizacdo dos 90 isolados de Listeria
spp. foram identificados, através de espectrometria de massa MALDI-TOF, em quatro

especies.

Em relacdo a distribuicao das espécies de Listeria, a espécie L. monocytogenes
representa 48% das contaminagdes de amostras de alimentos comercializados em
eventos de massa, seguidos por L. innocua (38%). Embora com menor frequéncia, as
espécies Listeria welshimeri e Listeria seeligeri representam 8 e 6%, respectivamente
(Gréfico 7). A fim de uma maior precisao da identificagao, foi realizado teste da PCR,
a partir da qual foi confirmada L. monocytogenes, apresentando 100% de
concordéncia.

Grafico 7 - Espécies identificadas por MALDI-TOF, dos isolados de Listeria spp. em alimentos coletados
nos eventos de massa.
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Fonte: PEDRO (2023).

Podemos destacar quatro amostras nas quais foram detectadas mais de uma
espécie de Listeria simultaneamente (Quadro 3). Em uma das amostras de
Hamburguer/X-Burguer do fornecedor F1 houve a presenga de trés espécies de
Listeria e, os demais fornecedores N, F e J obtiveram duas espécies em uma de suas
amostras. Os alimentos contaminados por mais de uma espécie de Listeria sdo de

origem animal, sendo majoritariamente bovina. Os alimentos descritos no quadro 3
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correspondem a alimentos que passam por intensa manipulacao e, portanto, estao

sujeitos a maiores riscos de contaminacéo.

Quadro 3 - Descrigédo dos fornecedores, alimentos e espécies das amostras de alimentos contaminados
por mais de uma espécie de Listeria spp.

Fornecedor Alimentos Identificagdo MALDI-TOF MS

Listeria innocua

F1 Hamburguer/X-Burguer Listeria monocytogenes

Listeria welshimeri

Listeria innocua

N Espeto de carne bovina
Listeria monocytogenes
Listeria innocua
F Lanche de bacon
Listeria welshimeri
Listeria monocytogenes
J Lanche de carne bovina

Listeria welshimeri

Fonte: PEDRO (2023).

Além das condicdes da propria producao do alimento, outros fatores podem
influenciar na seguranga dos alimentos. Assim, com base nos critérios estabelecidos,
os fornecedores O, F1, N, N1, F, J destacam pela quantidade de amostras positivas
de Listeria spp. de alimentos comercializados em eventos de massa (Tabela 6). Além
disso, estes fornecedores destacam-se por apresentarem inconformidades sanitarias,
que possam ter levado os alimentos a uma condi¢gdo mais provavel de contaminagao.
Além de nao realizar o controle de temperatura em nenhum momento durante o
evento, as condigbes de higiene dos manipuladores e dos setores de produgédo n&o
estavam dentro dos padrdes necessarios. Também vale destacar a auséncia de
produtos quimicos para antissepsia das maos e a nao utilizacdo da estacdo de

lavagem das mé&os.

Dentre os 14 fornecedores que tiveram amostras positivas em seus produtos,
quatro deles apresentaram isolamento bacteriano em mais de uma coleta (Tabela 5).
O fornecedor N apresentou isolamento de Listeria spp. no primeiro evento, porém, em
todos os outros em que este fornecedor participou nenhuma amostra foi positivada.

Ao contrario, o fornecedor Y que era negativo nas primeiras coletas, foi positivo na
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ultima coleta. Ja os fornecedores F1 e O foram positivos nos dois eventos que

participaram, sendo destaque para irregularidades sanitarias em ambos os eventos.

Neste caso, os fornecedores F1 e O tiveram alta demanda de pedidos durante
o0 evento, 0 que pode ter ocasionado uma superprodug¢do, correndo o0s riscos da
segurancga dos alimentos em detrimento da entrega rapida de seus pedidos. Portanto,
os ambientes de manipulagcdo dos alimentos apresentaram inconformidade com os
padroes exigidos e o acondicionamento dos alimentos estava sendo realizado de
forma inadequada e fora da temperatura recomendada. Os demais fornecedores que
aqui nao foram citados correspondem ao grupo de fornecedores que seguiram 0s
padrées em seguranga dos alimentos, porém, em algumas de suas amostras testaram

positivos.

Tabela 5 - Distribuicao e frequéncia das amostras de alimentos positivas para Listeria spp. de acordo
com cada fornecedor e evento de massa.

Fornecedor Evento L. innocua L. monocytogenes L. seeligeri L. welshimeri Total
A 7 3(8,8) 1(2,3) 0 0 4 (4,4)
B1 7 3(8,8) 0 0 0 3(3,3)
7 3(8,8) 0 0 0 3(3,3)
E 9 0 6 (13,9) 0 0 6 (6,7)
9 4 (11,8) 0 0 5(71,4) 9 (10,0)
F1 1-2 4 (11,8) 4(9,3) 0 1(14,3) 9 (10,0)
9 1(2,9) 5(11,6) 0 1(14,3) 7 (7,8)
N 3-5-8 2(5,9) 8 (18,6) 0 0 10 (11,1)
N1 4 0 8 (18,6) 0 0 8(8,9)
(0] 1-2 9 (26,5) 6 (13,9) 0 0 15 (16,7)
R 7 0 3(7,0) 3 (50,0) 0 6 (6,7)
R1 9 2(5,9) 0 0 0 2(2,2)
w 3 0 2(4,7) 3 (50,0) 0 5(5,5)
Y 3-8 3(8,8) 0 0 0 3(3,3)
Total 34 (100) 43 (100) 6 (100) 7 (100) 90 (100)

Fonte: PEDRO (2023).

O grafico 8 apresenta a distribuicdo das espécies de Listeria spp. detectadas
de acordo com os tipos de alimentos obtidos em eventos de massa a fim de
analisarmos os alimentos com maior potencial de risco a seguranga dos alimentos.
Podemos observar que a L. monocytogenes foi isolada na maioria dos alimentos, com
excecao apenas do lanche de bacon. Além disso, somente nas amostras de temaki

de salmao foi detectada apenas uma unica espécie de Listeria spp.
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Grafico 8 - Espécies de Listeria spp encontradas nos alimentos coletados nos eventos de massa.
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Fonte: PEDRO (2023).

Considerando o momento/horario de coleta das amostras (inicio, meio e fim
dos eventos), foi observado que 37,9% das amostras positivas para isolamento de
Listeria spp. foram obtidas no final dos respectivos eventos de massa (Tabela 6,
Grafico 9). No entanto, ndo foi detectada diferenca estatistica significativa (p= 0,782),
sendo a probabilidade estimada pelo teste de X? p= 0,782.

Tabela 6 - Amostras positivas para Listeria spp. de acordo com o periodo de coleta de amostras de
alimentos nos eventos de massa.

Isolamento de Listeria spp.

Periodo Total
Negativo Positivo

Inicio 60 (87,0) 9 (13,0) 69 (100)

Meio 46 (83,6) 9(16,4) 55 (100)

Fim 53 (82,8) 11 (17,2) 64 (100)

Total 159 (84,6) 29 (15,4) 188 (100)

Fonte: PEDRO (2023).
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Grafico 9 - Analise bacterioldgica das amostras de alimentos positivas para Listeria spp. de acordo com
o periodo de coleta realizada nos eventos de massa.
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Fonte: PEDRO (2023).

Considerando o horario/momento de coleta, foi observado que 46,7% das
amostras contaminadas com L. monocytogenes foram obtidas no final dos eventos
pesquisados (Tabela 7 e Grafico 10), assim como nos isolamentos vistos na figura 12.
No entanto, embora tenha um maior indice de contaminagao, ndo foi detectada
diferenca estatistica significativa (p= 0,110), sendo a probabilidade estimada pelo
teste Exato de Fisher p= 0,110).

Tabela 7 - Amostras de alimentos positivas para Listeria monocytogenes de acordo com o periodo de
coleta nos eventos de massa.

Isolamento de L. monocytogenes

Periodo Total
Negativo Positivo

Inicio 7 (50,0) 2(13,3) 9 (31,0)

Meio 3(21,4) 6 (40,0) 9(31,0)

Fim 4 (28,6) 7 (46,7) 11 (37,9)

Total 14 (100) 15 (100) 29 (100)

Fonte: PEDRO (2023).
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Grafico 10- Analise bacteriolégica das amostras de alimentos positivas para isolamento de L.
monocytogenes em relagéo ao periodo de coleta nos eventos de massa.
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Fonte: PEDRO (2023).

A caracterizacado do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos foi realizada
para os 90 isolados de Listeria spp. A Tabela 8 apresenta os perfis de susceptibilidade
de todos os isolados estudados. Destacam-se as altas taxas de resisténcia a
penicilina, oxacilina e fosfomicina; ja para clindamicina, cefotaxima e ceftriaxona
observa-se alta proporcdo de isolados com susceptibilidade intermediaria e
resisténcia ja indicando uma transicdo do perfil. Na Tabela 9 os perfis de
susceptibilidade dos isolados foram divididos em dois grupos: isolados de L.

monocytogenes e os demais isolados foram agrupados como Listeria spp.
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Tabela 8 - Perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos das amostras positivas no isolamento para

Listeria spp.
Antimicrobiano Sensivel Intermediario Resistente Total
PENICILINA 22 (24,4) 0 68 (75,6) 90 (100)
AMOXILINA 87 (96,7) 0 3 (3,3) 90 (100)
AMPICILINA 87 (96,7) 0 3 (3,3) 90 (100)
CEFALOTINA 79 (87,8) 4 (4,4) 7 (7,8) 90 (100)
CEFOTAXIMA 2(2,2) 44 (48,9) 44 (48,9) 90 (100)
CEFTRIAXONA 3 (3,3) 42 (46,7) 45 (50,0) 90 (100)
OXACILINA 2 (2,2) 0 88 (97,8) 90 (100)
MEROPENEM 86 (95,6) 3 (3,3) 1(1,1) 0 (100)
PIPERACILINA/
TAZOBACTAN 86 (95,6) 0 4(4,4) 90 (100)
VANCOMICINA 80 (88,9) 9 (10,0) 1(1,1) 0 (100)
CIPROFLOXACINA 78 (86,7) 0 12 (13,3) 0 (100)
LEVOFLOXACINA 81 (90,0) 5 (5,6) 4(4,4) 90 (100)
CLORANFENICOL 82 (91,1) 7 (7,8) 1(1,1) 90 (100)
NEOMICINA 63 (70,0) 18 (20,0) 9 (10,0) 90 (100)
GENTAMICINA 87 (96,7) 2(2,2) 1(1,1) 90 (100)
LINEZOLIDA 65 (72,2) 0 25 (27,8) 90 (100)
ERITROMICINA 51 (56,7) 38 (42,2) 1(1,1) 90 (100)
CLINDAMICINA 7 (7,8) 44 (48,9) 39 (43,3) 90 (100)
FOSFOMICINA 34 (37,8) 10 (11,1) 46 (51,1) 90 (100)
RIFAMPICINA 79 (87,8) 3 (3,3) 8 (8,9) 90 (100)
NITROFURANTOINA 40 (44,4) 17 (18,9) 33 (36,7) 90 (100)
SULFONAMIDAS 90 (100) 0 0 90 (100)
SULFAMETOXAZOL/
TRIMETOPRIMA 79 (87,8) 7 (7,8) 4(4,4) 90 (100)
TETRACICLINA 84 (93,3) 3 (3,3) 3 (3,3) 90 (100)

Fonte: PEDRO (2023).



72

Tabela 9 - Perfis de susceptibilidade dos isolados de acordo com agrupamento de espécie de Listeria

spp.
Antimicrobiano Espécie Sensivel Intermediario Resistente Val;:’ de
PEN - Penicilina tfsr;ecfiaoi?/?c;genes 184((128?,68)) 8 22 g?i; 0.322°
o anenina U e E
e 1 R S A T
CFL - Cefalotina tfsr:re:;aoi;::genes 22 Egzg; :13 22;; 52(24(),,76)) 0.379
oo commme Lo oy pEe mEe o
cro-camens LT -
oncueins L S
i e - R
PPT - Piperacilina/ Listeria spp. 47 (100) 0 0 0.048
Tazobactan L. monocytogenes 39 (90,7) 0 4 (9,3) '
VAN -Vancomicina tfsr;ec:;aoi?/?c;genes g:) Eggii 63((172,68)) 1 ((2),3) 0,393
e 1 R Y
e O - - B Y™
cLo-Cominen L e 1)
NEO - Neomicina tfsr;ec:;aoi?/?c;genes gg gg;; 180((1273,?3)) 63(:72,2)83)) 0,559
e - B L ALY
R - R A I
mwomens LS mE) me 0 o
cu-cinamicna__Le -
FOS - Fosfomicina E.sr;ecfiaoi;?c;genes ::; ggg; 73((166;,43)) f; Eizg; 0.2447
v | R U+ M
NIT - Nitrofurantoina ll:fsr;ec:’zaoi;:’c;genes 391 ((2606,‘90)) 161 ((1225‘?6)) ;g g;g; <0,001"
SUL-Sutonamidas 5 00 enes 25 (100 0 : 10
SUT — Sulfametoxazol/ Listeria spp. 37 (78,7) 7 (14,9) 3(6,4) 0.008
Trimetropina L. monocytogenes 42 (97,7) 0 1(2,3) ‘
R ok S 1 R N A

Legenda:! Probabilidade estimada pelo teste Exato de Fisher. * Probabilidade estimada pelo teste de

X2).

Fonte: PEDRO (2023).
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Dentre os 24 antimicrobianos testados, apenas foi detectada diferenca
estatistica significante para ceftriaxona, piperacilina/tazobactam e nitrofurantoina
considerando os agrupamentos de isolados de L. monocytogenes e os de Listeria spp.
Para os demais antimicrobianos, as distribuicbes das propor¢des de isolados
sensiveis, intermediarios e resistentes apresenta o mesmo comportamento entre os
dois grupos de isolados.

Dentre os 90 isolados de Listeria spp., 43,3% (39/90) apresentaram resisténcia
a até duas classes de antimicrobianos, enquanto 56,7% (51/90) foram classificados
como multirresistentes. O grafico 11 apresenta a distribuicdo de isolados
multirresistentes de acordo com as espécies de Listeria. Destaca-se que nao foi

detectado nenhum isolado sensivel a todos os antimicrobianos avaliados.

Grafico 11 — Avaliagao de sensibilidade a antimicrobianos dos isolados multirresistentes de Listeria spp.
Das amostras de alimentos coletadas nos eventos de massa.
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Fonte: PEDRO (2023).
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Grafico 12 — Perfis de susceptibilidade a antimicrobianos dos isolados de acordo com agrupamento de
espécie de Listeria spp.
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6 DISCUSSAO

Embora mundialmente tenham aumentado as pesquisas relacionadas ao
controle de patogenos veiculados por alimentos (MUKHOPADHYAY et al., 2018;
OLANYA et al., 2018 , OLADUNJOYE et al., 2016), diversos surtos tém sido relatados
no mundo todo, incluindo surtos de listeriose por inUmeros produtos alimenticios
(BUCHANAN et al., 2017).

No Brasil, Sdo Paulo, em 2012, os surtos alimentares associados a diarreia
totalizaram 94,3% e afetaram 6.225 pessoas, seguida de hepatite A (4,5%), botulismo
clinico com diarreia (0,6%) e intoxicagdo exdégena (0,6%). Os alimentos investigados
e que tiveram resultados positivos a microrganismos incluem maionese caseira
(17,39%), produtos de pastelaria (15,94%) e pela carne bovina (12,32%)
(CAPALONGA et al.,, 2014). O risco da ocorréncia de surtos de DVA levam a
necessidade de identificagdo dos meios que veiculam esses microrganismos de forma

que seja possivel atuar mitigando tais ocorréncias e prevenindo novos casos.

Como ja documentados em varias partes do mundo (COTE et al., 1995;
MILLARD et al., 1994). Lee et al., (1991) e Morgan et al., (1994) podem ocorrer surtos
de DVA em eventos de massa. Embora a SA esteja cada vez mais consolidada nesses
grandes eventos, o estudo de Boo et al (2000) revelou que os alimentos
comercializados em eventos de massa e em feiras e festivais sdo mais suscetiveis a
contaminagdes do que os alimentos comercializados em restaurantes e lanchonetes
(BOO et al., 2000). Um dos principais problemas encontrados na manipulagado de
alimentos em grandes eventos € a exposi¢cdo de alimentos em temperatura/tempo
inadequados e deficiéncia na infraestrutura basica para antissepsia das méaos dos

manipuladores.

Surtos foram descritos associados a eventos de massa, sendo que o0s
patégenos incluem desde Cryptosporium parvum, Campylobacter, Escherichia coli,
Salmonella entéricaca, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus, virus da hepatite A e
infecgbes por norovirus (BOTELHO-NEVERS e GAUTRET, 2013). No presente
estudo, ndo foi obtido nenhum isolamento de Campylobacter spp. e Vibrio spp. a partir
das amostras de alimentos coletados nos eventos de massa. Apesar de varios
alimentos coletados representarem potenciais riscos para contaminagao por

Salmonella sp., nao foram obtidos resultados positivos para tal. Deve-se considerar
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que as analises laboratoriais para isolamento e identificagdo microbiana ndo sao
infaliveis e fatores podem interferir de forma que um resultado negativo pode
representar de fato a inexisténcia de determinado agente, mas pode também significar
que o agente poderia estar presente, porém nao foi cultivavel na condigao ‘in vitro’.
Portanto, um resultado negativo pode nao significar definitivamente a auséncia de um

determinado agente na amostra do produto analisado.

Os riscos de surtos de DVA se tornam iminentes em eventos de massa, sendo
que a probabilidade disso ocorrer € maior do que em ambientes domésticos, bares e
restaurantes (ABUBAKAR et al. 2012). No entanto, independentemente do tamanho
de um evento, todos estdo sujeitos a propiciar um surto, seja ele privado como um
casamento, festas particulares ou até mesmo grandes festivais e eventos religiosos
(KOK et al., 2012). Isto ocorre devido a falta de condigdes estruturais, equipamentos
de refrigeragdo em quantidade insuficientes a quantidade de alimentos servidos, a
falta de controle de temperatura de alimentos expostos ao consumo, auséncia de
adocdo de boas praticas de manipulagdo e, principalmente, a falta de critérios

sanitarios adotados pela organizagao do evento.

Relacionado aos microrganismos patogénicos, os resultados do isolamento
bacteriano confirmam 29 amostras (15,4%) positivas para Listeria spp., oriundas de
oito eventos de massa, envolvendo sete tipos de alimentos comercializados. Sendo
identificadas por espectrometria as espécies L. monocytogenes e L. innocua, que

ocorreram em maior frequéncia, seguido por L. Welshimeri e L. seeligeri.

A Listeria monocytogenes foi classificada em sétimo lugar, como um numero
de casos mundial de patégenos transmitidos por alimentos (De NOORDHOUT et al.,
2014). Esses estudos corroboram com os achados em relacdo a Listeria
monocytogenes. Da mesma forma, na Nova Zelandia, um surto de L. monocytogenes
foi documentado a partir do consumo de frutos do mar (CRUZ et al., 2014). No
presente estudo, o alimento temaki de salm&o e temaki de salmdo completo,
correspondem a 14% dos alimentos contaminados por Listeria spp. Sendo que o unico

produto de origem animal suina positivo para Listeria spp. foi o lanche de bacon.

Os surtos mundiais de DVA, relacionados a Listeria spp. sdo frequentemente
associados a alimentos prontos para consumo, de forma minimamente processados

e com longa vida util (OLANYA, 2019). Em outro trabalho, revelou que os alimentos
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contaminados por Listeria spp. estavam associados a produtos de carne bovina, suina
e derivados, assim como frutos do mar (EFSA, 2013). No presente estudo, as
amostras positivas foram majoritariamente de origem animal, de carne bovina seguido

por carne suina.

Um surto de listeriose foi documentado em carnes bovinas e suinas no Canada,
resultando em 24 mortes (CURRIE et al., 2015). Considerando que o cozimento
adequado da carne destruira os patégenos transmitidos pelos alimentos (ou seja, +72
°C), a presenca de L. monocytogenes sugere que estes alimentos sofreram falhas no

processo térmico ou foram recontaminados ap6s o cozimento (MENDONCA, 2020).

Devido as proporgdes e ao elevado numero de participantes em festivais, feiras
e eventos de massa existe um grande potencial de ocorrerem DVA, caso n&o sejam
adotadas boas praticas de higiene (CHRISTOS, 2006). Tornando esses ambientes
fontes em potencial de contaminacdo, sendo relacionados a falta de saneamento e
higiene no ponto de preparagédo dos alimentos e de venda, além do baixo nivel de
conhecimento dos manipuladores sobre os procedimentos adequados para preparo
dos alimentos. Além disso, a falta de agua potavel em eventos de massa pode
aumentar o risco da ocorréncia de patdégenos causadores de infecgdes e doencgas
(ABRAHALE et al., 2019; ALIMI, 2016; SHININGENI et al., 2019).

E iminente a necessidade de ac¢des relacionadas & SA em eventos de massa,
haja vista inUmeras pesquisas que correlacionam a presenca de patdégenos em
alimentos consumidos nestes eventos. O trabalho preventivo ainda € a melhor
solucdo. Inicialmente deve ser aplicado um treinamento aos responsaveis pela
manipulacio dos alimentos e a todos os envolvidos. A sele¢cao dos alimentos servidos
nos eventos € muito importante, optando por alimentos industrializados e menos
pereciveis. Quanto maior a manipulacdo do alimento maior sera o risco de
contaminacdo. Um ponto a considerar é a estrutura das instalacbes nas areas de
producdo e manipulagdo, com espaco fisico adequado e adogcao de pias para
manipulagdo de alimentos e lavagem das maos. Equipamentos de refrigeragao e
congelamento sao essenciais para a correta conservagao dos alimentos. A adogao de
boas praticas em parceria com a conscientizagao junto aos organizadores do evento

sao pontos chave para a obtengéo do sucesso e a garantia do alimento servido. Todas
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essas orientagdes devem seguir as leis e normas sanitarias vigentes, como descrito

no item 2.3.

Portanto, os fornecedores de alimentos presentes nos eventos de massa
devem ser os alvos das principais intervengdes que promovem a melhoria do padrao
de segurancga dos alimentos comercializados. Visto que 14 fornecedores amostrados
foram testados positivos para Listeria spp. em uma ou varias amostras. E mesmo em
baixas concentragbes de microrganismos, muitas bactérias gram-positivas e gram-

negativas conseguem provocar doengas em humanos (SOUNDY e DAY, 2017).

Assim, os fornecedores O, F1, N, N1, F, J destacam pela quantidade de
amostras positivas para Listeria spp. € pelas diversas inconformidades sanitarias.
Como fatores desencadeantes para estas contaminagdes destacamos as precarias
condi¢des higiénico sanitarias das areas de produgcédo e manipulacdo de alimentos,
auséncia de estagao sanitaria ou falta de produtos quimicos para lavagem de maos,
falta de controle de tempo e temperatura dos alimentos expostos para consumo,
propiciando condigdes favoraveis a contaminag&o. Praticas ineficientes de higiene e
manipulacdo de alimentos estdo diretamente relacionadas com a ocorréncia de
contaminagdo dos alimentos por bactérias patogénicas, entre elas Listeria
monocytogenes e Listeria inocua (Pérez-Rodriguez et al., 2010). Falta de controle do
tempo/temperatura de cocgao e manutencao dos alimentos compreendem condigcdes
determinantes para levar os alimentos a situagcbes de risco de veicular agravos a

saude do consumidor pela presencga de patdégenos e/ou suas toxinas.

O controle da temperatura é estratégico e critico para se prevenir surtos de
DVA (COUNTY OF LOS ANGELES PUBLIC HEALTH, 2006). De acordo com Lee et
al (2010), diretrizes especificas de controle de temperatura sdo importantes e devem
ser elaboradas e aplicadas. O controle rigoroso de tempo e temperatura dos alimentos
€ de vital importancia para garantir a qualidade e a seguranca dos alimentos
destinados ao consumo, assegurando que, de acordo com a Resolu¢gao RDC n° 656,
de 24 de margo de 2022, apds a cocgao, eles sejam mantidos acima de 60°C por no
maximo 6 horas ou refrigerados a uma temperatura inferior a 5°C por até 5 dias. Além
disso, alimentos mantidos abaixo de 60°C devem ser consumidos dentro de 60
minutos, destacando a necessidade de monitorar o tempo e a temperatura dos

alimentos expostos para o consumo para proteger a saude dos consumidores.
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Manipuladores saudaveis, com boas praticas de asseio pessoal e antissepsia
das maos e boas praticas de higiene com os utensilios, equipamentos, maquinarios e
os setores de producdo estdo também diretamente relacionados a reducéo do risco
da ocorréncia de patogenos e suas toxinas nos alimentos. Em contrapartida, a falta
de trabalhadores capacitados, espaco de trabalho reduzido, pressao para a producao
rapida e deficiéncias nos controles de tempo e temperatura corroboram para o
aumento do risco da ocorréncia de DVA. Uma pesquisa realizada no Brasil relata que
as causas mais comuns para a ocorréncia de surtos alimentares s&o justamente a
higiene inadequada dos manipuladores de alimentos, equipamentos e utensilios, uso
de alimentos crus e a falha no controle de tempo e temperatura (COSTALUNGA e
TONDO, 2002; LIMA et al., 2013).

E conhecido que uma das formas mais eficazes de controle de contaminacdes
e, consequentemente, de infecgbes alimentares é justamente a manutengcdo dos
ambientes (CHE-HAS et al., 2018). Para conseguir manter um nivel de seguranca dos
alimentos € de fundamental importancia que as instalagbes e estruturas sejam
adequadas para isso. Porém, nem sempre € o que acontece, uma vez que muitos
fornecedores trabalham em condi¢des apertadas, com capacidade reduzida de
estoque e podem ter dificuldades de limpeza do local, além de que em eventos de
massa o publico é grande e frequentemente utilizam funcionarios temporarios (CIEH
2010). Tais condi¢cdes levam ao aumento dos riscos de contaminagdes cruzadas,
principalmente se ndo forem seguidas as boas praticas de higiene pessoal
(MITCHELLI et al. 2007).

Também vale destacar a auséncia de produtos quimicos para antissepsia das
maos e a nao utilizagdo da estacdo de lavagem das méos. A falta de higiene e/ou
lavagem incorreta das méaos, principalmente apés manipulagédo de alimentos crus
colocam rem risco a contaminacdo de outros produtos e representa uma via de
disseminagao de agentes de origem entérica (LEE et al., 1991; CAMPS et al., 2005;
MUNNOCH et al., 2004).

Uma pesquisa brasileira revelou que apenas 53% dos vendedores ambulantes
tinham condic¢des satisfatérias de antissepsia das maos e 23% aplicavam higienizagao
das superficies de manipulagao dos alimentos (DE SOUZA et al., 2015). Embora L.
monocytogenes possa ser inativada por varias intervengcbes de seguranca dos
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alimentos (OLANYA et al., 2018; UKUKU et al.,2016), precaugdes sanitarias rigorosas
em ambientes de processamento de alimentos devem ser mantidas para mitigar a

potencial contaminagéo por patégenos.

Além disso, uma pratica comum em ambientes de preparo de alimentos em
eventos de massa é o descongelamento indevido dos alimentos, ou seja, realizado
em temperatura ambiente sem controle de tempo e temperatura, situagao que foi
constatada nos fornecedores E, N1 e R. Vale a observagao que este procedimento
deve ser realizado sob refrigeragao, forno de convecgéo ou microondas, de acordo
com as normas sanitarias. O Artigo 37 da Resolugdo RDC n° 275/2002 da Anvisa que
estabelece regras para o descongelamento de alimentos congelados antes de
cozinha-los. O descongelamento deve ser feito em condi¢des refrigeradas (abaixo de
5°C), no micro-ondas, ou de acordo com as instru¢des do fabricante. Alimentos
descongelados ndo podem ser recongelados e devem ser mantidos sob refrigeragcéo
se nao forem usados imediatamente, de acordo com a Resolugido RDC n° 216/2004
da Anvisa, publicada no Diario Oficial da Unido, de 16 de setembro de 2004 (BRASIL,
2004).

Quando um alimento é descongelado, as bactérias retomam suas atividades
metabdlicas, comegam a se multiplicar e, consequentemente, aumenta o risco de
intoxicagdo, principalmente se o alimento for ingerido cru (GALLO et al., 2020).
Situagbes como cocgao incompleta dos alimentos, especialmente aqueles de origem
animal, consumo de alimentos fora do prazo de validade, manipulador portador de
agentes patogénicos e falta de higiene durante a manipulacdo também podem
aumentar significativamente os riscos & satide dos consumidores (NERIN et al., 2016).

Os fatores que contribuem a contaminagao dos alimentos e estdo associados
aos eventos de massa incluem a produgdo acima do limite seguro de alimentos
(CAMPS et al., 2005), preparagao de refeigdes por manipuladores nao capacitados
(LEE et al., 1991; KITAMOTO et al., 2009) e a venda de alimentos manipulados em
condigdes insalubres, as vezes por vendedores sem licenga dos 6rgéos fiscalizadores
(MUNNOCH et al., 2004; CDC, 2003).

Camps et al., (2005), Kitamato et al., (2009), Morgan et al., (1994) constataram
gue em eventos de massa, frequentemente as boas praticas de higiene e manipulagéo

nao sao regularmente cumpridas. No presente estudo, o fornecedor F1 e O obtiveram



81

resultados positivos nos dois eventos em que participaram, sendo que o fornecedor
F1 apresentou amostra contaminada por trés espécies de Listeria spp. Paralelamente
estes mesmos fornecedores F1 e O tiveram uma alta demanda de pedidos de
alimentos durante o evento, sendo que a quantidade de trabalhadores e as condi¢cbes

fisicas do local ndo propiciaram uma produgao segura dos alimentos.

Além destas questdes, os organizadores dos eventos de massa demonstraram
preocupacdes em relagcao a contaminacao cruzada, armazenamento inadequado dos
produtos alimenticios (WORSFOLD, 2003). Lee et al., (2010) estudando eventos de
massa, constataram que 37% em 2006 e 52% em 2008 dos entrevistados nao sabiam
como manipular alimentos com seguranga e ndo possuiam experiéncia profissional
na area (LEE et al., 2010). Segundo o autor Nkosi et al, (2021), em suas pesquisas
realizadas na Africa do Sul, quase 80% dos vendedores ambulantes nunca tinham
recebido treinamento de boas praticas de fabricagdo e muito menos de seguranga dos

alimentos.

Assim, avaliagdes e inspegbes sdo necessarias para garantir um controle
eficaz, assim como a realizagao de limpeza das superficies de utensilios, bancadas e
equipamentos, sendo sugerido um treinamento aos colaboradores (DONKOR et al.,
2018). Portanto, é necessario dar aos trabalhadores uma experiéncia pratica das
questdes que envolvem toda a seguranga dos alimentos (LILLQUIST et al., 2005;
CHOUDHURY et al., 2005; SOON et al.,, 2012). O estudo realizado por Nieto-
montenegro et al., (2008), com funcionarios, apds treinamento pratico, demonstrou
que houve um aumento da conscientizagcio sobre a possibilidade de que a bactéria E.
coli contaminar unhas e maos, assim como a importancia do procedimento correto de

lavagem das maos.

As evidéncias sugerem que ha um numero substancial de DVA ocorrendo
principalmente devido a mas praticas de manipulagao de alimentos (MCINTYRER et
al., 2013; HARDSTA et al., 2018). A atencédo nas boas praticas em seguranca dos
alimentos garante um maior controle de patdgenos que podem aparecer nos
alimentos, em eventos de massa, por meio de contaminag¢ao durante a fabricagao,
embalagem ou distribuicdo, ou contaminagao nos pontos de vendas (LYNCH et al.,
2009). Compras de alimentos de fontes ndo confiaveis, cozimento ou reaquecimento

inadequados, manutengcdo de alimentos em temperatura ambiente, contaminagao
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cruzada, ma higiene pessoal ou praticas inadequadas de manipulagao de alimentos
sao fatores atribuidos a maior propensao de contaminagdes em alimentos (FENTON
et al., 2006). A pratica de venda de alimentos fora do prazo de validade pode contribuir
para enormes problemas ambientais e de saude publica (GIZAW, 2019).

De acordo com o momento/horario de coleta das amostras (inicio, meio e fim
dos eventos), foi observado que a maioria das amostras positivas para isolamento de
Listeria spp. foram obtidas no final dos respectivos eventos. Considerando o momento
e horario das amostras, em situagdes que excedem a capacidade de produgcido em
funcdo da alta demanda de pedidos, ocorrem falhas de boas praticas, principalmente
associado a exposicdao dos alimentos em temperatura inadequada. Esta nao
conformidade € uma das principais ocorréncias observadas em eventos de massa.
Um surto de Salmonella enteritidis afetou 1.435 individuos e foi associado ao
manuseio inadequado de alimentos contendo ovos, justamente devido ao
estabelecimento exceder sua capacidade de producdo segura para atender as
enormes demandas dos clientes em um evento de massa (CAMPS et al. 2005). Além
disso, diversos fatores presentes em eventos de massa que levam a contaminacgao
cruzada, medidas devem ser tomadas ao longo da cadeia produtiva de alimentos,
conforme discutido por Capalonga et al. (2014) em um estudo de S. Enteritidis,

responsavel por surtos de origem alimentar no sul do Brasil.

Uma maneira de minimizar essas ocorréncias de contaminacoes,
principalmente no periodo final dos eventos, seria o fornecimento de conhecimento
sobre praticas seguras de manipulacdo de alimentos. Essas medidas educativas
podem melhorar os comportamentos seguros de manipulagcédo de alimentos e, assim,
prevenir o risco de DVA (BYRD-BREDBENNER et al., 2008). Estudos revelam que
além do conhecimento transmitido, os manipuladores de alimentos precisam criar
autoeficacia, ou seja, a convicgdo de que s&o capazes de realizar uma tarefa sob as
condigdes seguras de producgéo e exposicao de alimentos (CHARLESWORTH et al.,
2021; YOUNG et al., 2017; MULLAN et al., 2016). Portanto, uma intervencéo focada
no aumento da autoeficacia, além do conhecimento, pode ser ideal quando se visa
aumentar o comportamento seguro de manipulagao de alimentos (VAN RIJEN, et al.,
2021).
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Em eventos de massa, a presenca de diversos fatores aumenta o risco de
contaminacao, destacando a necessidade de implementar medidas de prevencao ao
longo da cadeia de producdo de alimentos. Tais fatores englobam praticas
inadequadas de manuseio de alimentos, auséncia de pias para limpeza e higiene das
maos, higiene pessoal deficiente, armazenamento incorreto, uso inadequado de
utensilios e equipamentos e armazenamento/conservagcdao de alimentos sob
temperaturas e tempos considerados de risco. Portanto, € crucial adotar medidas para
prevenir a contaminagao e garantir a SA durante a comercializagdo de alimentos em
eventos de massa, conforme discutido por Capalonga et al., (2014)em um
estudo de S. Enteritidis, responsavel por surtos de origem alimentar no sul do Brasil.

A importancia central da qualidade microbiolégica dos alimentos em relagédo a
SA é ressaltada pelo consideravel numero de doengas causadas por microrganismos
ou suas toxinas. A crescente preocupacado concentra-se na exposicdo humana a
cepas de microrganismos resistentes a agentes antimicrobianos, o que tem
incentivado pesquisadores a explorar varias fontes de cepas resistentes em alimentos
(EZE et al., 2017; MOZAFFARIAN et al., 2018).

Conforme destacado por Nilo e Victor (2022) em seu estudo bibliografico sobre
aresisténcia a antibidticos, observou-se que, no contexto analisado, todas as analises
revelaram a presenca de bactérias resistentes a pelo menos um dos antibidticos
utilizados nos testes. Em média, foi constatado que cerca de 86,51% das bactérias
investigadas demonstraram resisténcia a pelo menos um dos antibioticos avaliados.
Os resultados encontrados por por Nilo e Victor (2022) indicam que a contaminagao
por patégenos em alimentos prontos para o consumo, juntamente com a presencga de
bactérias resistentes a antibiéticos, podem representar um adicional fator de risco.

A resisténcia bacteriana aos antibidticos, conforme alertado pelo World
Economic Forum Global Risks, figura como uma das principais ameagas a saude
humana (BLAIR et al., 2015). Essa resisténcia € uma consequéncia inevitavel do uso
intensivo desses medicamentos, que sdo empregados na prevengédo e tratamento de
infeccbes bacterianas na area médica e veterinaria (PHILLIPS et al.,, 2004,
CARRILHO et al., 2007; NORMANNO et al., 2007). De acordo com Costa e Junior,
(2007), o uso indiscriminado desses medicamentos deu origem a microrganismos
resistentes que se acumulam e se disseminam. Além disso, Guimaraes et al., (2010)

ressalta que esses microrganismos podem sofrer mutagdes e trocar material genético
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entre linhagens da mesma espécie ou de espécies diferentes (GUIMARAES et al.,
2010).

A introducdo de medicamentos eficazes resultou em melhorias significativas no
tratamento médico das doencas infecciosas, levando a uma consideravel reducao nas
taxas de morbidade e mortalidade (GUIMARAES et al., 2010). Portanto, a
caracterizacao da incidéncia bacteriana e do perfil de resisténcia é fundamental para
a antibioticoterapia direcionada e adequada. Para mitigar o aumento da resisténcia, é
essencial implementar uma vigildncia rigorosa na racionalizagdo do uso de
antibidticos, especialmente os de amplo espectro, na duragao da terapia, na posologia
e na indicagao para a antibioticoterapia (DUARTE, 2013).

Estudos do perfil de sensibilidade a antimicrobianos dos patégenos causadores
de infecgdes viabilizam a reavaliacdo e a readequacédo da terapia antimicrobiana
prescrita. Além disso, os antibiogramas sao essenciais na elaboragao de diretrizes
terapéuticas, auxiliando os programas de gerenciamento do uso racional de
antimicrobianos. Eles s&o indicados para qualquer organismo que cause um processo
infeccioso que requeira terapia antimicrobiana, sempre que sua sensibilidade nao
possa ser prevista de maneira confiavel com base na identificagdo do organismo
(ANVISA, 2017).

Entende-se nesse contexto, a relevancia dos estudos de caracterizagao do
perfil de sensibilidade dos microrganismos patogénicos isolados de alimentos prontos
para o consumo, frente aos antimicrobianos de uso comum, paralelamente a um
trabalho intensivo e continuo de gestdo da adocédo de boas praticas de higiene,
manipulacdo, processamento e conservacido de alimentos. Em relacdo aos 90
isolamentos obtidos de Listeria spp no presente estudo, observaram-se as altas taxas
de resisténcia a penicilina, oxacilina e fosfomicina; ja para clindamicina, cefotaxima e
ceftriaxona observa-se alta proporgao de isolados com susceptibilidade intermediaria
e resisténcia ja indicando uma transig¢ao do perfil. Recentemente, Byrenet et al. (2016)
demonstraram que 50% de Listeria spp. isoladas de alimentos prontos para consumo
foram resistentes a penicilina G e a tetraciclina. Além disso, Abdollahzadeh et
al. (2016a) encontraram altos niveis de resisténcia de L. monocytogenes a ampicilina,
cefotaxima e penicilina entre os isolados. Sendo que em alimentos a base de frutos
do mar, mostraram 100% de resisténcia a cefotaxima. No caso da penicilina, a taxa
de resisténcia foi de 71,4% para os isolados clinicos e de 57% para os isolados de
frutos do mar (ABDOLLAHZADEH et al., 2016a).



85

Analisando a prevaléncia, diversidade genética e suscetibilidade
antimicrobiana de Listeria monocytogenes em alimentos comercializados ao ar livre,
foi possivel observar maior ocorréncia em carne crua (27,5%), produtos a base de
carne crua (18%) e queijo (8%). As cepas foram susceptiveis a 16 antimicrobianos,
exceto uma cepa que apresentou resisténcia a tetraciclina (FILIOUS et al., 2009).
Também, a resisténcia antibiotica de Listeria spp. isoladas de queijo e carne de porco,
foi relatada em 1996 (ROTA et al., 1996).

Diferentes paises demonstraram a prevaléncia de resisténcia a antibiéticos
em Listeria spp. variando de 0,6% a 59%, dependendo das fontes de onde foram
isolados (WALSH et al., 2001; SRINIVASAN et al., 2005). A resisténcia a oxacilina tem
a maior incidéncia, relatada nas industrias alimenticias turcas. A percentagem de
resisténcia aos antibidticos varia entre 59-63% de acordo com o tipo de fontes de
onde a Listeria spp. foi isolada (LYON et al., 2008).

O fornecimento de treinamento em SA e a promulgacéo efetiva de praticas
seguras de manipulagdo de alimentos sdo fundamentais e estratégicas para a
prevencdo e redugao da ocorréncia de DVA (SEAMAN et al.,, 2010; FAOUR-
KLINGBEIL, 2015). Além disso, o aumento da conscientizagdo do consumidor, o
avango tecnoldgico e o aumento do comércio de alimentos contribuiram para
aumentar o numero de requisitos destes padrbes alimentares, indicando que ha uma
necessidade relevante para novas pesquisas na area de SA (MOSQUERA et al.,
2013). Portanto, se faz necessario a identificagcdo de patégenos veiculados por

alimentos para que medidas de prevencéo da sua ocorréncia sejam adotadas.
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7 CONCLUSAO

As conclusdes abaixo apresentadas sao relativas as amostras coletadas e analisadas
durante a realizacido do presente e estudo.

7.1 Foi possivel identificar a ocorréncia de Listeria spp. em amostras de diferentes
tipos de alimentos prontos para o consumo em eventos de massa na cidade de S&o
Paulo;

7.2  Os alimentos com maior frequéncia de contaminacao por Listeria spp. foram
Hamburguer/X-Burguer e X-salada, seguidos por espeto de carne bovina e lanche de
bacon;

7.3  Foiidentificado Listeria spp. em amostras de temaki de salmao;

7.4 Nao foi isolado Salmonella enterica, Campylobacter spp. e Vibrio spp. de

alimentos prontos para o consumo em eventos de massa na cidade de Sao Paulo;

7.5 Isolados de Listeria spp., apresentaram altas taxas de resisténcia a penicilina,
oxacilina e fosfomicina e susceptibilidade intermediaria e resisténcia a clindamicina,

cefotaxima e ceftriaxona, indicando uma transigéo do perfil;

7.6  Alguns fornecedores apresentaram niveis significativos de contaminagéo por
Listeria spp. e ndo estavam em conformidade com os padrbes de SA legalmente
estabelecidos. Isso destaca a importancia de inspec¢des regulares e regulamentagdes

rigorosas para garantir a SA comercializados em eventos de massa;

7.7 A implementagcdo das boas praticas de higiene e manipulagdo de alimentos
desempenha um papel fundamental na redu¢cao da contaminagédo e ocorréncia de
patégenos nos alimentos em geral, incluindo-se aqueles comercializados em eventos
de massa. Ao fornecer conhecimento aos manipuladores e aplicar as boas praticas
em todas as etapas da cadeia produtiva e de comercializacdo de alimentos prontos
para o consumo, desde fornecedores até consumidores, é possivel mitigar riscos

significativos, salvaguardar a Saude Publica e promover um ambiente mais seguro em
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grandes eventos. A conscientizagao e a adogao de medidas rigorosas na seguranga

dos alimentos s&o essenciais para alcangar esse objetivo;

7.8 Embora ndo tenha sido encontrada uma diferenga estatisticamente
significativa, observou-se uma maior propor¢cdo de amostras contaminadas entre
aquelas obtidas ao final dos eventos de massa, isto €, mantidas um tempo mais
prolongada em exposi¢do a venda e consumo, destacando a importadncia de um

rigoroso controle de temperatura e higiene ao longo do tempo;

7.9 Eventos de massa, como feiras e festivais com um grande numero de pessoas,
tém o potencial de oferecer risco da ocorréncia de DVA aos seus participantes quando
0s requisitos de boas praticas de higiene e manipulagdo dos alimentos ndo s&o
cumpridos rigorosamente. Para assegurar tais procedimentos € fundamental que
esses eventos sejam cuidadosamente sustentados por técnicos e equipe de
manipuladores capacitados em beneficio ndo apenas dos participantes, mas também
da sociedade como um todo;

7.10 Estes achados alertam para a importancia de dedicada atengao ao tema e
criacao de diretrizes para o rigoroso cumprimento das boas praticas de higiene e
manipulagdo de alimentos, desde a sua aquisicédo, recebimento, acondicionamento,
preparo, exposicdo e manutencao até a venda e consumo. Compreendem aspectos
relevantes e criticos o rigoroso controle de tempo/temperatura de manutengao dos
alimentos prontos para consumo, higiene pessoal dos manipuladores, escolha de

fornecedores confiaveis, entre outros;

7.11 Este estudo oferece informagdes significativas sobre a ocorréncia de SA em
eventos de massa, identificando areas de preocupacao, como a contaminacio por
Listeria spp. em alimentos de origem animal e a resisténcia a antibidticos. Essas
conclusées podem orientar a implementacdo de medidas de controle e
regulamentagdes mais abrangentes para promover a prote¢do da saude publica em

eventos de massa.
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