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ISOLAMENTO, IDENTIFICACAO DE BACTERIAS E SENSIBILIDADE
BACTERIANA EM SANDUICHES NATURAIS COMERCIALIZADOS EM
JUAZEIRO DO NORTE - CE

Amanda Alany Ferreira Lopes Cruz'; Francisca Alves dos Santos?; Priscilla Ramos Freitas
Alexandre?.

RESUMO

O presente estudo visa realizar o isolamento, identificacdo de bactérias e a determinag¢do do
perfil de sensibilidade bacteriana em amostras de sanduiches naturais comercializados na
cidade de Juazeiro do Norte — CE. Foram coletadas 5 amostras de sanduiches naturais de
estabelecimentos e faixas de pregos diferentes, sendo transportadas em isopor para o
laboratério. As amostras foram trituradas e padronizado uma diluicao de 25 g para 225 mL de
agua peptonada a 1% estéril para semeio em esgotamento das espécies de Escherichia coli em
agar EMB, para Salmonella spp. e Shigella sp. em agar SS e Staphylococcus aureus em agar
MSA, sendo incubados a 37° entre 18-24 horas. Com o crescimento de colonias sugestivas
foram realizados repiques para novos meios. Adiante, foi realizado repique de cada colonia
pura para o meio BHI. Com as colonias isoladas fez-se coloracdo de Gram e as provas
bioquimicas Oxidase, TSI, Ureia, Citrato, Mio e Fenil para E. coli, Salmonella spp. e Shigella
sp., para S. aureus Catalase e Coagulase. Por fim, realizou-se a pesquisa de sensibilidade
bacteriana frente a diversos antimicrobianos com a técnica de Antibiograma. Notou-se a
presenga de bactérias patégenas em todas as amostras analisadas, além da resisténcia
antimicrobiana principalmente aos antibioticos Ceftazidima, Meropenem e Penincilina G.
Assim, conclui-se que, as amostras de sanduiches naturais comercializados revelam a
necessidade da aplicacdo das normas de boas praticas de higiene e manipulacdo dos alimentos,
fiscalizacdo nos estabelecimentos aliado ao aperfeicoamento das técnicas de analise
microbiologica dos alimentos, a fim de se consumir um alimento mais seguro.

Palavras-chave: Contaminagdo alimentar. Infec¢des por bactérias. Processamento de
alimentos.

ISOLATION, IDENTIFICATION OF BACTERIA AND BACTERIAL SENSITIVITY
IN NATURAL SANDWICHES SOLD IN JUAZEIRO DO NORTE - CE

ABSTRACT

The present study aims to isolate, identify bacteria and determine the bacterial sensitivity
profile in samples of natural sandwiches sold in the city of Juazeiro do Norte - CE. Five samples
of natural sandwiches were collected from different establishments and price ranges and
transported in Styrofoam to the laboratory. The samples were crushed and a dilution of 25 g to
225 mL of sterile 1% peptone water was standardized for seeding in depletion of Escherichia
coli species on EMB agar, for Salmonella spp. and Shigella sp. on SS agar and Staphylococcus
aureus on MSA agar, being incubated at 37° for 18-24 hours. As suggestive colonies grew,
subcultures were performed on new media. Subsequently, each pure colony was subcultured
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on BHI medium. The isolated colonies were stained with Gram and the biochemical tests
Oxidase, TSI, Urea, Citrate, Mio and Phenyl were performed for E. coli, Salmonella spp. and
Shigella sp., and Catalase and Coagulase for S. aureus. Finally, the bacterial sensitivity to
various antimicrobials was investigated using the Antibiogram technique. The presence of
pathogenic bacteria was noted in all samples analyzed, in addition to antimicrobial resistance
mainly to the antibiotics Ceftazidime, Meropenem and Penicillin G. Thus, it is concluded that
the samples of commercialized natural sandwiches reveal the need to apply standards of good
hygiene and food handling practices, inspection in establishments combined with the
improvement of microbiological analysis techniques of food, in order to consume safer food.

Keywords: Food contamination. Bacterial infections. Food processing.

1. INTRODUCAO

As bactérias sdo microrganismos que estdo presentes em todos os ambientes € possuem
a capacidade de se replicarem rapidamente. Existem bactérias que fazem parte da microbiota
comum do ser humano, convivendo em simbiose, entretanto, existem espécies nocivas a saude
e que sdo oportunistas, podendo causar graves infec¢des bacterianas (Matos, 2022; Oliveira;
Pereira & Zamberlam, 2020).

Esses microrganismos patogénicos sao responsaveis por causar mais de 250 tipos de
Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAs). No Brasil, devido a elevada recorréncia de casos
de infec¢des ou intoxicagdes alimentares, ¢ considerado um caso grave de saude publica, pois
essas infec¢des principalmente em pacientes imunossuprimidos podem causar sequelas ou
levar o paciente a 0bito (Da Ressurreicdo Garcia, 2020; Silva, S. et al., 2021).

Apesar de existirem microrganismos com a capacidade de propiciarem melhores
caracteristicas organolépticas aos alimentos, hé a incidéncia de microrganismos que possuem
elevado grau de patogenicidade. Desse modo, vale destacar que a qualidade do alimento nao
esta restrita apenas a sua composi¢ao bioquimica, mas também na auséncia de microrganismo
nocivos a saude (Neto et al., 2021; Veiga; Antonacio & Belmonte, 2020).

Por conseguinte, as principais bactérias causadoras de DTAs sdo as espécies
Escherichia coli patogénica, as toxinas de Staphylococcus aureus, Coliformes, Salmonella
spp., Vibrio cholerae, Listeria monocytogenes ¢ Campylobacter sp. Apesar dos sintomas
digestivos serem os mais frequentemente associados, outros sintomas como nauseas, vomitos,
sindrome de anorexia, muitas vezes ndo associada a quadros de febre também podem estar
presentes (Marques & Trindade, 2022; Nascimento Junior & Carvalho, 2023).

Nesse sentido, as técnicas de deteccdo, isolamento ¢ identificagdo nos alimentos ¢

imprescindivel para o controle microbioldgico no comércio alimenticio, a fim de contribuir



para uma maior seguranga sanitaria. Na literatura sdo descritas as técnicas tradicionais
microbiologicas: nimero mais provavel (NMP) e plaqueamento em superficie como as mais
utilizadas nesse processo de controle microbioldgico (Cunha; Silva & Paiva, 2020; Perin,
2021).

Assim, ¢ essencial que o comércio alimenticio adote as normas de boas praticas de
higiene e manipulagdo dos alimentos estabelecidos pelo 6rgdo vigente. A RDC/2022 da
Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e Instrucao Normativa (IN) 161/2022, classifica o
sanduiche natural como um tipo de alimento misto e que em 25 g deve haver a auséncia de
Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella sp e Staphylococus aureus (ANVISA, 2022).

Diante disso, torna-se necessaria a realizagdo de uma analise dos sanduiches naturais
comercializados em Juazeiro do Norte — CE, a fim de verificar se estdo dentro dos padrdes
microbioldgicos para o consumo humano estabelecidos pela ANVISA. Desse modo, o objetivo
do presente estudo foi realizar o isolamento, a identificacdo de bactérias e o perfil de

sensibilidade bacteriana frente a diversos antibidticos em amostras de sanduiches naturais.

2.  DESENVOLVIMENTO

2.1 METODOLOGIA

2.1.1 Coleta das amostras

Foram coletadas 5 amostras de sanduiches naturais comercializados em diferentes
estabelecimentos na cidade de Juazeiro do Norte — CE, tendo como critérios de inclusdo locais
distantes entre si, mas que faziam parte dos principais centros gastronomicos da cidade, que
possuiam um elevado fluxo de clientes, além de, terem faixas de precos diferentes, no qual
obteve-se sanduiches naturais entre R$ 7,00 a R$ 26,90. Durante a coleta o produto foi recolhido
na embalagem disponibilizada pelo proprio estabelecimento e transportado em isopor, a fim
de, refrigerar e ajudar na conservacao do material. Apos a coleta, as amostras foram levadas
diretamente para o laboratério de Microbiologia do Centro Universitario Dr. Ledo Sampaio,
para realizag@o das proximas etapas do teste. As amostras foram nomeadas de A (R$ 14,50),

B (R$ 20,00), C (R$ 7,00), D (R$ 8,00) ¢ E (R$ 26,90).



2.1.2 Preparo e dilui¢des das amostras

Para o preparo foi realizado inicialmente a trituragdao individual de cada amostra de
sanduiche natural utilizando almofariz e pistilo esterilizado, em seguida, foi padronizado a
medida de 25 g de cada amostra para a dilui¢do, tendo sido pesado em balanca analitica com
auxilio de placas de petri e espatulas esterilizadas. Logo apo6s, foram diluidos individualmente
em baldes de fundo redondo estéril, tendo sido utilizado 225 mL do diluente dgua peptonada a
1% estéril, totalizando ao final 1.125 mL de dgua peptonada utilizada na dilui¢do das 5

amostras.

2.1.3 Pesquisa de bactérias das espécies Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Salmonella spp. e Shigella sp.

Para a pesquisa e identificacdo de bactérias das espécies Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella spp. e Shigella sp. foram realizadas as provas
microbiologicas especificas para cada bactéria, seguido dos testes bioquimicos confirmatorios.

O passo a passo utilizado ¢ descrito na imagem abaixo:

Figura 1: Passo a passo utilizado para a pesquisa de bactérias das espécies E.
Coli, S. aureus, Salmonella spp e Shigella sp.

1- Foi realizado semeadura em g
3- Com o crescimento de

esgotamento para o cultivo de
Escherichia coli em agar
EMB, para Staphylococcus
aureus agar MSA e para
Salmonella spp. e Shigella sp.
0 agar SS.

2- Em seguida, foi incubado
na estufa bacteriologica a 37°
entre 18-24 horas.

coldnias sugestivas, foi feito o
repique de cada coldnia para
novos meios agar EMB, SS e
MSA, seguido de incubagéo a

37° entre 18-24 horas.

4- Ap6s a estufa foi realizado
o repique de cada colonia pura
usando a técnica de
esgotamento para o meio de
enriquecimento agar BHI.

5- Posterior ao periodo de
incubagdo, foram recolhidas
algumas colonias e realizado

testes bioquimicos
confirmatorios.

6- Para as suspeitas de E. coli,
Shigella sp. e Salmonella spp.
foram feitas as provas
bioquimicas: Oxidase, TSI,
Citrato, Ureia, Fenil, Mio e
Coloragao de Gram

Fonte: Elaborada pelo autor.

7- Em suspeita de S. aureus
em MSA, a prova da Catalase,
Coagulase e Coloragao de
Gram.




2.1.4 Perfil de sensibilidade bacteriano

Realizou-se um antibiograma em agar Mueller Hinton tendo sido feito um indculo
bacteriano padronizado de 0.5 seguindo as escalas de MC Farland, em seguida, foi realizada a
semeadura em tapete respeitando a regra 15:15:15 (15 minutos para semear apds inocular a
bactéria + 15 minutos para colocar os discos antibidticos + 15 minutos para incubar), ao final
foram incubados em uma estufa bacteriolégica a 37° por 24 h, a fim de, averiguar a
sensibilidade das bactérias identificadas frente a diversos antimicrobianos (BrCast, 2017).

Nessa etapa, foram utilizados os antibidticos descritos no quadro abaixo:

Quadro 1: Antibidticos utilizados para a pesquisa de sensibilidade.

Para pesquisa de sensibilidade em Escherichia | Para a pesquisa de sensibilidade em
coli, Salmonella spp. e Shigella sp. Staphylococcus aureus
Amoxicilina (AMO) Clindamicina (CLI)
Amoxicilina + Acido Clavulanico (AMC) Gentamicina (GEN)
Ceftazidima (CAZ) Penicilina G (PEN)
Ciprofloxacina (CIP) Tetraciclina (TET)
Gentamicina (GEN) Tobramicina (TOB)
Norfloxacino (NOR) Meropenem (MER)
Tobramicina (TOB) Clorafenicol (CLO)
Meropenem (MER)
Clorafenicol (CLO)
Aztreonam (ATM)

Fonte: Elaborada pelo autor.

2.2  RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras foram identificadas alfabeticamente pelas letras A, B, C, D e E, no qual
obteve-se como resultado apds a identificagdo a presenca das espécies E. coli, S. aureus,
Salmonella spp. e Shigella sp., variando entre si as cepas isoladas em cada amostra. A

identificacdo das bactérias isoladas ¢ descrita no quadro abaixo:



Quadro 2: Identificagdo das bactérias isoladas.

Amostra A
EMB Escherichia coli
SS Salmonella typhi
Manitol | Sthaphylococcus aureus
Amostra B
EMB Nao houve crescimento
SS Nao houve crescimento
Manitol | Sthaphylococcus aureus
Amostra C
EMB Nao houve crescimento
SS Shigella sp.
Manitol | Sthaphylococcus aureus
Amostra D
EMB Nao houve crescimento
SS Salmonella spp.
Manitol | Sthaphylococcus aureus
Amostra E
EMB Nao houve crescimento
SS Nao houve crescimento

Manitol | Sthaphylococcus aureus

Fonte: Elaborada pelo autor.

Logo, nota-se que as 5 amostras foram positivas para a identificacao de S. aureus, 1 foi
positiva para E. coli, 2 foram positivas para Salmonella spp. e 1 para a identificagdo de Shigella
sp., revelando que, as amostras de sanduiches naturais comercializadas em diferentes locais na
cidade de Juazeiro do Norte — CE possuem algum tipo de contamina¢do, que podem variar
desde uma contaminagdo leve a uma grave, a depender da quantidade e as cepas isoladas.

De acordo com a Secretaria de Vigilancia em Satide Ambiental Orgio do Ministério da
Satde, em 2023 os alimentos que mais causaram surtos de doengas foram os alimentos mistos,
no qual o sanduiche natural se enquadra. Ademais, E. coli se destacou como principal agente
etiologico causador de surtos, revelando falha de sanitarizacdo e presenca de contaminagao
fecal nos alimentos mistos comercializados (Da Costa et al., 2023; Da Silva & Mendes, 2022).

A presenga destas bactérias pode ser resultada de falhas na conduta de higiene pessoal,
em que estas sdo um dos principais fatores de contaminagdo alimentar, seguido do consumo

fora do prazo de validade, auséncia do controle da temperatura no armazenamento e da



higienizacdo do mesmo utensilio usado, revelando uma sequéncia de erros que afetam a
qualidade microbioldgica do alimento comercializado (Oliveira, 2023).

Corroborando com o presente estudo Silva et al., (2021), analisaram 14 amostras de
sanduiches naturais em pontos comerciais de uma universidade e obtiveram 100% de
crescimento indicativo de Salmonella spp., indicando uma possivel contaminacdo cruzada
durante o preparo do alimento, que pode estar relacionada ao baixo padrao de higiene dos
estabelecimentos. Ademais, Senter et al., (2021), ao avaliarem 21 amostras de sanduiches
naturais, 2 amostras foram positivas para S. aureus, tendo contagens elevadas, sendo um risco
aos consumidores devido as toxinas estafilocdcitas liberadas por essa cepa, que podem causar
nausea, diarreia, vomitos e colicas abdominais.

No estudo de Maciel et al., (2022), de 20 amostras analisadas 70% tinha contagem de
bactérias totais acima de 10° UFC/g e com presenga de coliformes totais acima de 1.100 NMP/g,
tendo sido encontrado também a presenca de coliformes fecais em 4 amostras. Com relacdo a
Salmonella spp. nenhuma apresentou resultado positivo. Em consonancia, a Unido Europeia e
os Estados Unidos relatam respectivamente, 23 milhdes de casos € 5.000 de obitos, e 48 milhdes
de casos com 3.000 obitos ocasionado anualmente pelo consumo de alimentos contaminados
(Da Silva et al., 2024).

Por conseguinte, apos o periodo de incubagdo na estufa bacteriologica foram realizadas
a leitura dos halos formados utilizando as regras estabelecidas pelo BrCast (Comité Brasileiro
de Testes de Sensibilidade), em que foi observado perfil de resisténcias das cepas identificadas,
demonstrado no Quadro 3 na proxima pagina.

Nota-se que, as bactérias analisadas sdo sensiveis a diferentes antibioticos, podendo
assim, serem utilizados para tratamento de pacientes acometidos pelas infec¢cdes causadas por
Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella sp. e Staphylococcus aureus, entretanto, percebe-
se que determinados antibidticos ndo sdo mais eficazes. Decerto, o uso de antibidticos sem
orientacao prévia de um profissional da satide corrobora para o surgimento de cepas bacterianas
que nado respondem mais aos antibioticos, tornando o tratamento antibacteriano mais dificultoso
(De Freitas Souza; Dias & De Oliveira Alvim, 2022).

Essa resisténcia bacteriana pode ser natural, no qual ocorre de todas as bactérias de uma
mesma espécie serem resistentes aos antibioticos antes mesmo de ter sido utilizado o
medicamento, enquanto na resisténcia adquirida ocorre uma modificacdo na carga genética,
podendo ocorrer devido uma mutagdo cromossoémica ou devido mecanismos de transferéncias

genéticas (De Brito & Trevisan, 2021).
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Quadro 3: Perfil de resisténcia bacteriano frente a diversos antibioticos.

Amostra Bactéria anfblilcos
AMC|IATM|CAZ|CIP|GEN|NORITOB/MER|CLO|CLI|PEN|TET
A-1 Salmonella typhi S * RRl S| S S S S S * * *
A-2 | Staphylococcus aureus| * * Rl * S ¥ S [ERNSRS| I
A-3 Escherichia coli S I Bl S |BS S R R e * * *
B-4 | Staphylococcus aureus | * * xS * S . S | ! S| R
C-5 Shigella sp. S S s S|{ S R|I S| RJ| S| *]* *
C- 6 | Staphvlococcus aureus| * 8 i . S i S| SR S
D-7 Salmonella spp. S S * S S S s e | *
D-8 | Staphylococcus aureus | * * * | * | * S # S| SIS | S
E-9 |Staphylococcus aureus| * * * | * WS * S * S |ESES | S
Legenda:

- R - Bactéria Resistente ao Antibidtico

8 S - Bactéria Senivel ao Antibidtico

& | - Bactéria Sensivel Aumentando a Exposicao

; *Campos sem resultados indicam que essa amostra nao foi testada com o

& respectivo antibiotico, pois foram escolhidos antibiéticos especificos para

bactérias gram - e gram +.

- AMLC - Amoxicilina + Acido Clavulanico |TOB - Tobramicina

= ATM - Aztreonam MER - Meropenem

& CAZ - Ceftazidima CLO - Clorafenicol

g CIP - Ciprofloxacina CLI - Clindamicina

z GEN - Gentamicina PEN - Penicilina

NOR - Norfloxacina TET - Tetraciclina

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nesse sentido, essas mutacdes adquiridas no material genético do microrganismo
ocorrem devido receberem plasmideos, transposons, genes de cassete ou outros tipos de
elementos genéticos moveis que contribuem para o surgimento de uma resisténcia bacteriana.
Posteriormente, sdo difundidas no ambiente por meio do consumo de alimentos e bebidas
contaminadas com essas cepas bacterianas, entre outros veiculos (Oliveira; Pereira &
Zamberlam, 2020).

Essa capacidade da populagao bacteriana de responder a estimulos do ambiente e de se
adaptarem pode ser propagada rapidamente entre diferentes espécies. Nesse sentido, vale
ressaltar que, o plasmideo se destaca pela capacidade de conseguir transferir pequenos
fragmentos de DNA de forma horizontal entre cepas bacterianas, fazendo com que fiquem
resistentes a diversos antibioticos (Bessa & Laranjeira, 2020; De Morais et al., 2023).

Outro fator agravante se encontra devido essas bactérias continuarem sendo expelidas
pelas fezes, consequentemente contaminando o solo, a dgua, além de vegetais, carne, leite,
frutas que tiver um contato prévio, inclusive durante o manuseio e preparo do alimento

(Zumaya-Estrada et al., 2023).
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Além do mais, essas bactérias resistentes podem sobreviver ao processo de digestao e
disseminarem seus genes de resisténcia na flora normal do trato intestinal, no qual foi descrito
na literatura que Escherichia coli ¢ uma das principais bactérias que sao transportadoras de

resisténcia antimicrobiana (Nilo & Marin, 2022).

3. CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que, as amostras de sanduiches naturais comercializados em Juazeiro do
Norte — CE apontam a urgéncia da aplicagdo das normas de boas praticas de higiene e
manipula¢do dos alimentos, dado que, a presencga de bactérias das espécies Escherichia coli,
Salmonella spp., Shigella sp. e Staphylococcus aureus sdo consideradas patologicas para saude
humana. Ademais, ¢ imprescindivel as fiscalizagdes nos estabelecimentos aliado ao
aprimoramento das técnicas de andlise microbioldgica dos alimentos, a fim de se obter um

consumo mais Seguro.
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